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RESUMO 
 
A criptococose é uma infecção fúngica de distribuição mundial causada pela levedura 
encapsulada Cryptococcus neoformans. Esta doença é de grande importância em pacientes 
imunocomprometidos, podendo também acometer indivíduos imunocompetentes. A infecção 
pelo C. neoformans resulta da inalação basidiósporos, conídios ou blastoconídios pouco 
capsulados (4 a 5µm) presentes no ambiente, podendo inicialmente causar infecção 
sintomática ou assintomática na área subpleural dos pulmões, ser erradicada ou ainda 
permanecer dentro de um granuloma em estado latente. Este patógeno pode ser classificado 
em três variedades: C. neoformans var grubii (sorotipo A), com distribuição mundial, C. 
neoformans var neoformans (sorotipo D) freqüentemente encontrado na Europa e América do 
Sul e C. neoformans var gattii (sorotipos B e C) regiões tropicais e subtropicais e o híbrido 
sorotipo AD. No Brasil, as três variedades são os agentes etiológicos da criptococose em 
humanos. O objetivo deste estudo foi avaliar a variabilidade genética de amostras de C. 
neoformans isoladas de pacientes HIV positivos atendidos no Hospital Nereu Ramos de 
Florianópolis, Santa Catarina. Os 35 isolados clínicos analisados foram caracterizados como 
C. neoformans var grubii, sorotipo A, através da metodologia de PCR-RFLP do fragmento de 
597 pb do gene CAP59. A PCR-fingerprinting com o iniciador M13 agrupou 34 isolados 
clínicos no padrão molecular VNI e uma amostra apresentou perfil distinto. A caracterização 
das 35 amostras através da técnica de RAPD utilizando 4 iniciadores aleatórios 3303, 3304, 
3306 e 3307 mostrou baixa variabilidade genética das amostras. O sequenciamento do 
fragmento de 597 pb do gene CAP59 de duas amostras representativas juntamente com o 
padrão sorotipo A LMM794, mostrou uma homologia de 96% na seqüência nucleotídica e de 
aminoácidos predita com as seqüências de sorotipo A e AD depositadas no GenBank.  Nossos 
resultados adicionam novas informações sobre a Biologia Molecular do C. neoformans no 
Estado de Santa Catarina. 
Palavras Chaves: Cryptococcus neoformans, caracterização molecular, sorotipos, pacientes 
HIV. 
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ABSTRACT 
 
Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast-like fungus of worldwide distribution and 
the etiologic agent of cryptococcosis. This disease is a common opportunistic infection among 
patients with immunosupression and in apparently immunocompetent individuals. The 
infection is acquired by the inhalation of infectious propagules present in the environment. 
Therefore, the primary settlement of the pathogens is in the lungs, a site from which 
dissemination may occur. This fungus is classified in three varieties C. neoformans var. grubii 
(serotype A) of worldwide distribution, C. neoformans var. neoformans (serotype D) isolated 
rather frequently in Europe and South America, C. neoformans var. gattii (serotypes B and C) 
isolated in tropical and subtropical regions and a hybrid serotype AD. In Brazil, these three 
distinct neoformans varieties are the main casual agents of human cryptococcosis. The main 
goal of this dissertation is to study the genetic variability of C. neoformans samples isolated 
from patients attended at the Hospital Nereu Ramos Hospital, Florianópolis, Santa Catarina 
state, Brazil. Thirty-five clinical isolates were characterized, based on morphological and 
molecular data. All 35 clinical isolates were identified as C. neoformans var. grubii, 
representing serotype A, by PCR-RFLP analysis of CAP59 gene 597pb restriction fragment. 
A PCR-fingerprinting with the microsatellite-specific primer M13 grouped 34 isolates into the 
molecular type VNI and one showed distinct profile. The genetic variability among C. 
neoformans isolates were studied using randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) 
analysis. The four arbitrary polymerase chain reaction primers used in this study detected low 
genetic variability among the samples.  The CAP59 nucleotide and predicted amino acid 
sequences analysis of two representative samples and serotype pattern A LMM794 of C. 
neoformans showed more than 96% similarity among serotype A and AD deposited in 
GenBank database. Our results add considerable new information to the available data on 
molecular biology of C. neoformans in the Santa Catarina State, Brazil.  
Key words: Cryptococcus neoformans, molecular characterization, serotypes, HIV 
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 1
1.0 INTRODUÇÃO 
 
1.1 O organismo e o seu ciclo biológico  
 
Os organismos agrupados no Reino Fungi são, em geral, bem adaptados a uma ampla 
variedade de condições ambientais e, usualmente, com poucas exigências nutricionais. Das 
mais de 100.000 espécies de fungos existentes, apenas aproximadamente 0,1% causam 
infecções em humanos (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992, RICHARDSON; WARNOCK, 
1993; SIDRIN; MOREIRA, 1999). 
Dentre os fungos causadores de infecções em humanos, Cryptococcus neoformans é 
uma levedura capsulada pertencente ao Filo Basidiomycota, Ordem Sporidialis e Família 
Sporidiobalaceae (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). C. neoformans apresenta-se na 
forma leveduriforme quando em estádio parasitário ou ambiental (Cryptococcus), e na forma 
filamentosa em determinadas condições ambientais (Filobasidiella) (KWON-CHUNG; 
BENNETT, 1992; REY et al., 2000). A capacidade desta levedura de infectar humanos e 
animais está relacionada a diversos fatores, dentre os quais pode-se destacar a facultativa 
patogenicidade intracelular (FELDMESSER et al., 2000), a presença de uma cápsula 
polissacarídica com atividade antifagocítica (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; CHANG; 
PENOYER; KWON-CHUNG, 1996), a produção de melanina como antioxidante (WANG et 
al.,1995; TUCKER; CASADEVALL, 2002), a produção de urease (COX et al., 2000), a 
habilidade de crescer a 37ºC (CASADEVALL; PERFECT, 1998) e a presença de genes 
sexuais específicos com locus mating type (MATα e MATa) (KWON-CHUNG; EDMAN; 
WICKES, 1992).  
O gênero Cryptococcus compreende 19 espécies entre as quais está o C. neoformans 
que agrupa três variedades que causam a grande maioria dos quadros de criptococose humana 
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(CASADEVALL; PERFECT, 1998). Embora raros, existem relatos de outras espécies do 
gênero infectando humanos como o Cryptococcus laurenti (CURTIS; HALLER; DE JUAN, 
1995), C. curratus (DROMER et al., 1995), C. albidus (GLUCK; MYERS; PASS, 1987), C. 
diffuens e C. liquefaciens (SUGITA et al., 2003). 
 O ciclo reprodutivo de C. neoformans pode ocorrer de forma sexuada ou assexuada. A 
reprodução sexuada ainda não foi observada no meio-ambiente, mas tem sido bem 
demonstrada em condições de laboratório. As formas teleomórficas ou sexuais são designadas 
Filobasidiella neoformans (KWON-CHUNG 1975, 1976a, 1976b) e se caracterizam por 
conter hifas dicarióticAs, ou seja, hifas que contém dois núcleos de origens diferentes, e 
também possuem a capacidade de formar fíbulas que são estruturas responsáveis pela 
manutenção do estado dicariótico e de longas cadeias de basidiosporos. Para que a reprodução 
sexuada ocorra é necessária uma compatibilidade bipolar, ou seja, a existência de alelos 
opostos nos loci sexuais (mating), MATα e MATa (KWON-CHUNG; HILL; BENNETT, 
1981; ALSPAUGH; DAVIDSON; HEITMAN, 2000; LENGELER et al., 2000; MARRA et 
al., 2004). Estes “tipos sexuais” (do inglês mating types) apresentam um importante papel na 
epidemiologia e virulência desse fungo (ESPOSTO et al., 2004). 
 Estudos recentes revelaram várias disparidades entre o ciclo sexual de C. neoformans 
e o de outros fungos (McCLELLAND et al., 2004). Primeiro, as características morfológicas 
do estado sexual são únicas; segundo, o locus sexual de C. neoformans é extenso e possui 
resposta específica aos feromônios; terceiro, muitos desses genes sexuais específicos 
desempenham diferentes funções em células MATa e MATα. O ciclo sexual se dá na ausência 
de nitrogênio, quando as células MATa secretam o  feromônio MFa e as  células MATα 
respondem produzindo o feromônio MFα,  iniciando assim,  a formação dos tubos de 
conjugação. As células MATα sofrem divisão de seu núcleo, e um desses migra pelo tubo. 
Simultaneamente, a célula MATa também sofre divisão nuclear e inicia a formação da hifa. 
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Núcleos de ambos os sexos migram para o interior da hifa. A hifa capta a mitocôndria 
produzida pela célula MATa, já a mitocôndria das células MATα é destruída. Em seguida a 
hifa é separada da célula MATa e ocorre o desenvolvimento dos  filamentos dicarióticos com 
a participação das fíbulas (McCLELLAND et al., 2004) ( Figura 1).   
 
                  
Figura-1. Representação esquemática do ciclo vital de Cryptococcus neoformans. À direita, reprodução sexuada 
e, à esquerda, reprodução assexuada. Adaptado de Lengeler et al. (2000). 
 
As basídias desenvolvem-se a partir da fusão nuclear na célula, processo esse 
denominado de cariogamia. Subseqüentes meioses e mitoses ocorrem e quatro cadeias longas 
de basidiosporos são produzidas, podendo diferenciar-se e gerar células leveduriformes de 
tamanho aproximado de 1,8 µm a 3 µm de diâmetro (ERKE, 1976  apud LENGELER et al., 
2000).   
As formas anafórmicas ou assexuadas são encontradas normalmente na natureza.  O 
ciclo assexuado dessa levedura ocorre tanto em células MATα como nas células MATa, no 
entanto, na natureza a maior  prevalência ocorre em células MATα através da formação de 
corpos haplóides de frutificação em resposta à ausência de nitrogênio e na ausência de células 
MATa (TSCHARKE et al., 2003). Esse processo caracteriza-se por gerar quantidades 
abundantes de blastoconídios através da filamentação oriunda de um único núcleo (filamentos 
monocarióticos) (ERKE, 1976 apud; LENGELER et al., 2000).  A predominância das células 
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MATα no meio ambiente e nos isolados clínicos, bem como seu maior grau de virulência 
quando comparadas com as células MATa, sugerem que as diferenças  fisiológicas e genéticas 
entre os dois tipos sexuais levam à sobrevivência de células MATα  (KNOW CHUNG; 
EDMAN; WICKES, 1992; LENGELER et al., 2000; McCLELLAND et al., 2004; 
BARCHIESI et al., 2005). Além disso, segundo Barchiesi et al. (2005), a presença de alelo 
sexual Aα em cepas haplóides ou diplóides está correlacionada com virulência, enquanto que 
cepas com alelos Aa ou Da haplóides estão associadas com virulência moderada ou ausente. 
Recentemente, Lin Hull e Heitman (2005), avaliaram a capacidade de C. neoformans do tipo 
sexual alfa (MATα) de reproduzir-se através da denominada frutificação monocariótica 
sexual. Esse estudo suporta a origem de basidiósporos através da união entre células com 
mesmos tipos sexuais (MATα). Essa reprodução também inclui a fusão celular, filamentação, 
formação de basídios, meiose e esporulação, como ocorre na reprodução sexual de células 
com tipos sexuais diferentes (MATα e MATa). O que distingue essa frutificação sexual é o 
fato da fusão nuclear ocorrer ao mesmo tempo em que a fusão celular. Esse estudo sugere que 
a endoduplicação (reprodução entre células do mesmo tipo sexual) pode conferir vantagens 
quando o tipo sexual oposto for raro, resultando assim, numa mudança de ciclo de vida de um 
heterotálico para um homotálico, provendo, dessa forma, um mecanismo para sobrevivência 
do MATα. Além disso, a frutificação monocariótica sexual com “auto-diploização” pode 
promover “meioses benéficas”, remoção de transposons e, além disso, poderá levar a 
rearranjos e reparos de locais no genoma que sofreram mutagênese devido à pressão 
ambiental (LIN; HULL; HEITMAN, 2005).  
 
1.2 Histórico 
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A primeira descrição clínico-patológica e micológica da criptococose humana foi 
atribuída a Otto Busse e Abrham Buschke, em 1894, que descreveram o caso de uma mulher 
de 31 anos com uma lesão na tíbia (KNOKE; SCHWESINGER, 1994). O microrganismo 
isolado dessa lesão foi cultivado para estudos comparativos com isolados subseqüentes e 
denominado Saccharomyces hominis. No mesmo ano, na Itália, Sanfelice (SANFELICE, 
1894 apud CASADEVALL; PERFECT, 1998) isolou leveduras capsuladas a partir de suco de 
pêssego fermentado e, no ano seguinte, demonstrou sua patogenicidade em animais de 
laboratório e denominou a espécie Saccharomyces neoformans (CASADEVALL; PERFECT, 
1998). Posteriormente, Vuillemin, em 1901, analisando essas amostras não verificou a 
presença de ascósporos característicos do gênero Saccharomyces, sugerindo tratar-se de um 
novo gênero, denominando-o de Cryptococcus e a espécie de C. neoformans (SIDRIM; 
MOREIRA, 1999). No Brasil, os primeiros dois casos humanos relatados foram em 1941 e 
1944 por Lacaz e Almeida, respectivamente (REIS-FILHO et al., 1985; PAPPALARDO; 
MELHEM, 2004). 
No final do século XIX, foram realizados os primeiros isolamentos de C. neoformans 
a partir de solo, madeira em decomposição, habitat de aves, particularmente excrementos de 
pombos, fundamentando o conceito de origem ambiental da infecção. Da mesma forma, a 
recuperação do microorganismo a partir de lesões humanas e de animais estabeleceu seu 
potencial patogênico (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).  
Os estudos taxonômicos de C. neoformans progrediram consideravelmente na década 
de 70. A observação por Shadomy (1970) da presença de fíbulas em um isolado de C. 
neoformans, sugeriu que esse fungo era um basidiomiceto, pois essas estruturas mantêm a 
condição dicariótica durante o desenvolvimento, na maioria das espécies e são altamente 
características deste filo (SHADOMY et al., 1970 apud CASADEVALL; PERFECT, 1998;). 
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Kwon-Chung (1975, 1976a, 1976b) descreveu dois tipos sexuais (MATα e MATa) para  C. 
neoformans que, sob certas condições, produziram basidiosporos férteis.  
 C. neoformans foi, subseqüentemente, dividido em cinco sorotipos (A, B, C, D e AD), 
através da sorotipagem baseada na reação imunológica com anti-soro produzido contra 
diferentes epítopos do polissacarídeo que compõe a cápsula dessa levedura (IKEDA et al., 
1982; NISHIKAWA et al., 2003; D´SOUZA et al., 2004). Análises fenotípicas, 
epidemiológicas, ecológicas, fisiológicas e genéticas dividriram a espécie em três variedades: 
C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) e C. 
neoformans var. gattii (sorotipos B e C). O sorotipo AD foi classificado como um híbrido 
diplóide dos sorotipos A e D (Tabela 1). Análises filogenéticas sugerem que a variedade gattii 
(sorotipos B e C) diverge das outras duas variedades em cerca de 37 milhões de anos, e que a 
variedade grubii (sorotipo A) e variedade neoformans (sorotipo D) divergem entre si em 
aproximadamente 19 milhões de anos (XU; VILGALYS; MITCHELL, 2000; MARRA et al., 
2004). 
 
 
 
 
 
Tabela 1.  Variedades e sorotipos da espécie Cryptococcus neoformans 
Variedades Sorotipos Referências 
C. neoformans var. grubii A FRANZOT et al., (1999). 
C. neoformans var. neoformans D KWON-CHUNG; POLACHECK; BENNETT, 
(1982b),  ELLIS ;PTEIFFER, (1990). 
C. neoformans var. gatti B e C KWON-CHUNG; POLACHECK;  BENNETT, 
(1982b), ELLIS; PTEIFFER, (1990). 
Híbrido diplóide dos sorotipos A e D AD KWON-CHUNG; BENNET, (1984), 
LENGELER et al.,  (2000),  XU ; MITCHEL, 
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(2003);  MARRA et al., (2004). 
 
 
1.3 Patogenia 
 
 A infecção humana por C. neoformans está relacionada com a disfunção da 
imunidade inata do hospedeiro (KAWAKAMI, 2004). Esta ocorre provavelmente através da 
inalação de pequenas partículas de origem sexual, basidiósporos (3µm) ou com as de origem 
assexual, blastoconídios pouco capsulados (4 a 5µm) presentes no ambiente, podendo, 
inicialmente, causar infecção sintomática ou assintomática na área subpleural dos pulmões, 
ser erradicada ou, ainda, permanecer dentro de um granuloma em estado latente 
(CASADEVALL; PERFECT, 1998; MITCHELL; PERFECT, 1995; LACAZ et al., 2002; 
KAWAKAMI, 2004). Entretanto, dependendo de fatores do hospedeiro, da quantidade do 
inóculo e da virulência do isolado, a levedura pode se disseminar para sítios extrapulmonares 
do hospedeiro (BICANIC; HARRISON, 2005).  
Em pacientes imunocompetentes, por exemplo, a infecção é usualmente limitada, ou 
seja, os mecanismos de defesa do hospedeiro podem eliminar ou limitar a infecção a um 
quadro de pneumonia severa (BOLAÑOS; MITCHEL, 1989; BICANIC; HARRISON, 2005). 
Contrariamente, em pacientes imunocomprometidos a infecção não é limitada ao primeiro 
sítio, podendo se disseminar através da corrente sangüínea para outros órgãos e tecidos, 
preferencialmente para o sistema nervoso central (SNC), onde está associada a quadros de 
meningite, meningoencefalite ou encefalite com altas taxas de letalidade (KWON-CHUNG; 
BENNETT, 1992; ELLIS et al., 2000; KAWAKAMI, 2004). 
O aumento na ocorrência de infecções fúngicas graves, a partir da década de 80, pode 
ser atribuído a vários fatores, como o aparecimento da AIDS e o crescente uso de agentes 
imunossupressores em transplantes e no tratamento quimioterápico de neoplasias (ELLIS et 
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al., 2000). A importância clínica de C. neoformans aumentou consideravelmente como 
conseqüência da elevada incidência da AIDS a partir de 1981 (MITCHELL; PERFECT, 
1995; CASADEVALL; PERFECT, 1998). Cerca de 5 a 10% dos pacientes portadores de HIV 
desenvolvem criptococose, representando a maioria dos casos relatados na literatura desde 
1981 (CDC, 2003). Nos Estados Unidos, 85% dos casos de criptococose ocorrem em 
pacientes infectados pelo HIV (CDC, 2003). Atualmente, o diagnóstico de uma infecção por 
C. neoformans sugere uma avaliação clínico-laboratorial para verificar uma possível co-
infecção pelo HIV. 
 Antes da introdução HAART, aproximadamente 5 a 8% dos pacientes infectados pelo 
HIV desenvolviam criptococose disseminada (MONARI et al., 2002). Entretanto, após o uso 
efetivo das HAARTs, a incidência e a letalidade  no quadro da criptococose associada ao 
vírus HIV diminuíram substancialmente para índices de 2 a 7 casos por 1.000 pacientes com 
AIDS (CDC, 2005; MANFREDI; CALZA; CHIODO, 2003). No entanto, em algumas partes 
do mundo, particularmente na África e na Ásia, a incidência permanece elevada, etaxas 
crescentes são esperadas nessas regiões (KWON-CHUNG et al., 2000; BROUWER et al., 
2004; BICANIC; HARRISON, 2005).  
Via de regra, a infecção pelo C. neoformans é adquirida por inalação de propágulos 
fúngicos, embora existam relatos de inoculação direta do fungo através de injúria na pele 
(HAMANN et al., 1997). A transmissão entre seres humanos ou de animais a seres humanos 
não está totalmente comprovada (SORRELL, 2001). Apesar da relativa raridade da infecção 
sintomática em indivíduos hígidos, existem evidências sorológicas de que a infecção em 
humanos é comum, devendo ocorrer no início da infância (GOLDMAN et al., 2001).  
As manifestações clínicas da criptococose incluem desde um simples nódulo no 
pulmão até a disseminação sistêmica do microorganismo. Essa variedade depende do estado 
imune e da resposta imune do hospedeiro, bem como da virulência da cepa. A criptococose 
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pulmonar está comumente associada a pacientes imunocompetentes (LALLOO; AMOD, 
2005), ao contrário da meningite criptocócica que está diretamente associada a pacientes com 
AIDS ou com depressão do sistema imune devido ao tratamento com corticóides, falência 
crônica dos órgãos (rins, fígado e pulmões), transplante de órgãos, doenças reumáticas, outras 
infecções fúngicas, terapias imunossupressivas e desordens linfoproliferativas (THOMPSON, 
2005; BICANIC; HARRISON, 2005).  A criptococose cutânea corresponde à terceira forma 
mais prevalecente da enfermidade causada por C. neoformans, caracterizando uma forma de 
disseminação em 10 a 15% dos pacientes com criptococose, sendo os locais mais atingidos a 
cabeça e o pescoço (LALLOO; AMOD, 2005; REY et al., 1999; KUMAR et al., 2005). 
Outros locais atingidos pela disseminação sistêmica da criptococose incluem retina, 
conjuntiva, seios paranasais, esôfago, próstata, glândulas adrenais, ossos, coração, fígado, 
linfonodos, articulações, músculos, rins e placenta (CASADEVALL; PERFECT, 1998; 
MITCHELL; PERFECT, 1995). Na população mundial, a maioria das infecções causada em 
hospedeiros imunocomprometidos é ocasionada por C. neoformans var. grubii (MITCHELL; 
PERFECT, 1995; CASADEVALL; PERFECT, 1998), enquanto que as infecções em 
hospedeiros imunocompetentes são ocasionadas por C. neoformans var. gattii (SORRELL, 
2001, BICANIC; HARRISON, 2005). Em condições naturais, as variedades de C. 
neoformans residem em nichos ambientais diferentes. A variedade grubii e neoformans tem 
sido isolada no solo e em habitats de aves, principalmente nas fezes de pombos (LEVITZ, 
1991). Já a variedade gattii está associada a flores das árvores de Eucalyptus spp. (ELLIS; 
PFEIFFER, 1990), bem como outras espécies de árvores (LAZERA et al., 1998; 
PAPPALARDO; MELHEM, 2004). 
 
1.4 Fatores de virulência 
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C. neoformans possui fatores de sobrevivência no ambiente, assim como fatores de 
virulência bem definidos, sendo conhecidos por desempenhar funções importantes na 
patogenicidade dessa levedura. Um resumo destes fatores é apresentado na Tabela 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 2 – Principais fatores de virulência e de sobrevivência de Cryptococcus neoformans 
no hospedeiro e no meio-ambiente. 
 
Atributos Funções no Ambiente  Funções na Patogênese Referências 
Cápsula 
Prevenção da dissecação 
Proteção contra predação por 
amebas 
Antifagocitose 
Imunomodulador 
Agressão intracelular 
FELDMESSER, et al (2000);  
AKSENOV, (1973); KOZEL, et al. 
(1988);  STEENBERGEN, et al., 
(2001); VECCHIARELLI, (2000).  
Lacase Degradação de lignina Interferência na ação antioxidante 
LAZERA, et al., 1996;  LIU; 
TEWARI;  WILLIAMSON,  (1999). 
Melanina 
Proteção contra raios 
ultravioleta; tolerância ao 
aumento e diminuição da 
temperatura; redução da 
suscetibilidade a degradação 
enzimática; proteção contra 
metais pesados; proteção 
contra predação por 
amebídeos 
Resistência à morte oxidativa
Antifagocitose 
Imunomodulador 
Resistência a peptídeos 
microbicidas 
Resistência a drogas 
antifúngicas 
 
STEENBERGEN, et al., (2001);  
WANG; CASADEVALL, (1994), 
(1995); ROSAS; CASADEVALL,  
(1997);  GARCIA-RIVERA; 
CASADEVALL,( 2001);  DOERING, 
et al., (1999); WANG et al.,(2001);  
HUFFNAGLE, (1995);  VAN DUIN, 
(2002). 
Fosfolipase 
Função nutricional  
Proteção contra predação por 
amebóides 
Crescimento intracelular 
STEENBERGEN, et al., (2001); 
GHANNOUM, 2000; COX, et al., 
(2001). 
Proteases Função nutricional Lesão de tecidos 
FELDMESSER, et al ., (2000), ;  
AKSENOV, (1973); KOZEL, et 
al.,(1988);, STEENBERGEN, et al 
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(2001); VECCHIARELLI, (2000).  
Uréase Captura de nitrogênio Crescimento intracelular COX, et al., (2000). 
Mudanças 
fenotípicas 
Adaptação de cepas ao 
estresse ambiental Invasão imune 
FRIES et al., (2001); GOLDMAN, 
(1998). 
Mating 
types Reprodução sexual Fator regulador da virulência WICKES, (2002). 
Cálcio e 
sinalização 
de cAMP 
Desenvolvimento e 
reprodução Fator regulador da virulência 
CRUZ; FOX; HEITMAN, (2001);  
D`SOUZA; HEITAMN, (2001). 
Superóxido 
dismutase Função antioxidante Crescimento intracelular COX, et al., (2003). 
Fonte: Adaptada de CASADEVALL; STEENBERGEN; NOSANCHUK, (2003). 
 
De maneira geral, C. neoformans produz um pigmento escuro (melanina) quando 
cultivado em meios contendo compostos difenólicos (POLACHECK et al., 1982; CHANG et 
al., 2000). As melaninas encontradas em fungos são derivadas de quatro precursores: 
diidroxifenilalanina (DOPA); glutaminil – 4- hidroxibenzeno (GHB); catecol e 1,8 – 
dihidrixinaftaleno (DHN), os quais formam respectivamente, a DOPA-melanina, a GHB-
melanina, a Catecol-melanina e a DHN- melanina (BUTLER; DAY, 1998). A melanina de C. 
neoformans é a representante clássica da categoria das DOPA-melaninas, que tem como 
precursor intermediário orto-dopacrome (DAQ) (ZHU; WILLIAMSON, 2004).  Esse fungo 
capta precursores dopaminérgicos do ambiente extracelular e, através da enzima lacase 
(fenoloxidase) associada à membrana celular, sintetiza melanina (ZHU et al., 2001). Dessa 
forma, pode-se associar a capacidade de produção de melanina desse fungo com o tropismo 
desse patógeno pelo SNC (NOSANCHUK; CASADEVALL, 1997).  
Um dos fatores a ser considerado é a produção da cápsula polissacarídica por C. 
neoformans. Essa capacidade pode ser facilmente observada sob de microscópio óptico, em 
condições experimentais rotineiras. Ferramentas imunoquímicas, como as variedades de 
anticorpos monoclonais que possuem reatividade à cápsula são provas da composição 
capsular (GATES; THORKILDSON; KOZEL, 2004). A cápsula foi o primeiro fator de 
virulência de C. neoformans a ser associado à patogênese e é considerada como um dos 
principais determinantes desta (MA; MODY, 2002). 
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O principal constituinte da cápsula de C. neoformans é a glicoronoxilomanana 
(GXM), que possui tamanho molecular estimado entre 1,2 – 1,5 x 106 daltons (GATES; 
THORKILDSON; KOZEL, 2004), sendo composta de [1-4] D-manopiranonana contendo 
cadeias simples de xilose [posição 2-0 e 4-0] e resíduos de ácido glicurônico [posição 2-0]. 
Seis diferentes estruturas de GXM são descritas com base no conteúdo de resíduos de xilose,  
além de outras diferenças bioquímicas (CHERNIAK; NEILL; SHENG, 1998). O tipo e a 
prevalência do grupo GXM reportado na espécie de C. neoformans usualmente estão 
correlacionados com diferenças na reatividade sorológica que tem sido utilizada para 
classificar cepas em cinco sorotipos (A, B, C, D e AD) (IKEDA et al., 1982; (CHERNIAK; 
NEILL; SHENG, 1998).  
No meio-ambiente, a cápsula polissacarídica é um mecanismo de proteção contra a 
desidratação, possibilitando a sobrevivência em condições de baixa umidade 
(CASADEVALL; STEENBERGEN; NOSANCHUK, 2003), sendo importante na defesa 
contra fagocitose por amebas no solo (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001). 
A produção da cápsula é bastante afetada pelas condições ambientais (ZARAGOZA;  
CASADEVALL, 2004). Durante a cultura in vitro, o tamanho da cápsula é pequeno e o 
alargamento capsular pode ser induzido por vários fatores, incluindo altas concentrações de 
CO2 e baixas concentrações de ferro (GRANGER; PERFERCT; DURACK, 1985; 
VARTIVARIAN et al., 1993). Com base nessas observações, o aumento da cápsula na 
infecção no hospedeiro mamífero pode estar relacionado às altas concentrações de CO2 
(pulmão) e à baixa concentração de ferro nos tecidos (CASADEVALL; PERFECT, 1998; 
ZARAGOZA; CASADEVALL, 2004). O aumento capsular é visível dentro de algumas horas 
após a infecção, e a virulência pode ser realçada através das propriedades capsulares 
(D´SOUZA et al., 2004). O interessante é que após vários dias de infecção, o aumento da 
cápsula é acompanhado por um aumento no volume celular, tendo como resultado formas 
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gigantes de leveduras (FELDMESSER et al., 2001). Segundo o estudo de Zaragoza e 
Casadevall (2004) o aumento capsular é inversamente proporcional à taxa de multiplicação 
das leveduras, ou seja, nos pulmões a cápsula das leveduras apresenta-se mais espessa e a 
multiplicação é menor, enquanto que no cérebro, a taxa de multiplicação das leveduras é 
maior e a espessura capsular é menor (RIVERA et al., 1998), refletindo assim, a importância 
do ambiente no tamanho da cápsula e na multiplicação da levedura (ZARAGOZA; 
CASADEVALL, 2004). A proteção que a cápsula polissacarídica oferece ao C. neoformans, 
contra a fagocitose mediada por macrófagos, neutrófilos e monócitos pode interferir na 
resposta imune após sua difusão nos tecidos. A diminuição da fagocitose compromete a 
apresentação de antígenos a células T resultando, conseqüentemente, em resposta imune 
deficitária (BUCHANAN; MURPHY, 1998; GATES; THORKILDSON; KOZEL, 2004). A 
fixação do complemento e a produção de citocinas são também afetadas pela cápsula 
(VERCCHIARELLI et al., 1996; BUCHANAN; MURPHY, 1998). Estudos revelaram que a 
deleção de alguns dos genes relacionados à cápsula, como o CAP10 (CHANG; KWON-
CHUNG, 1999), o CAP59 (CHANG; KWON-CHUNG, 1994), o CAP60 (CHANG; KWON-
CHUNG, 1998) e o CAP64 (CHANG; PENOYER; KWON-CHUNG, 1996) resultaram em 
mutantes sem cápsulas e avirulentos e que a reintrodução de uma cópia funcional do gene no 
respectivo mutante restaurou a produção de cápsula e a virulência, demonstrando que estes 
genes são essenciais na formação da cápsula. No entanto, suas funções bioquímicas na via de 
síntese da cápsula permanecem desconhecidas (CHANG; KWON-CHUNG, 1994; CHANG, 
PENOYER, KWON-CHUNG,1996; CHANG; KWON-CHUNG, 1998). Gates, Thorkildson e 
Kozel (2004) demonstraram que mutantes acapsulados são avirulentos e facilmente ingeridos 
por neutrófilos ou macrófagos.  
 
1.5 Diagnóstico 
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O diagnóstico da criptococose, pela demonstração do agente etiológico, raramente é 
um problema em pacientes com AIDS. No entanto, em pacientes aparentemente 
imunocompetentes, pode-se apresentar negativo ocasionando resultado falso negativo 
(BICANIC; HARRISON, 2005). As leveduras de C. neoformans podem ser visualizadas 
facilmente em espécimes clínicos como líquido cefaloraquidiano (LCR), escarro e lavado 
brônquico e outros tipos de secreções ou fluidos por microscopia óptica em suspensões 
aquosas contendo tinta da China. Nesta coloração, as partículas da tinta são excluídas pela 
cápsula, que aparece como uma zona clara ao redor da célula da levedura (ZERPA; HUICHO; 
GUILLEN, 1996). As células são usualmente esféricas com 5 a 7 μm de diâmetro. Elas se 
apresentam tipicamente sem brotamento e/ou com fíbulas. O tamanho da cápsula pode variar 
de tamanho podendo ser menor, igual ou exceder o diâmetro da célula. As células raramente 
podem apresentar-se fora do seu tamanho médio, mais elípticas que esféricas, com múltiplos 
brotamentos ou sem cápsula.  
Em pacientes com meningite criptococócica, pode ocorrer um aumento no número de 
leucócitos no LCR, com predominância de linfócitos. Em pacientes com meningite 
criptococócica associada à infecção pelo HIV, a contagem de leucócitos no LCR é baixa, 
podendo estar em níveis normais. A dosagem de proteínas no LCR é usualmente elevada e a 
dosagem de glicose pode ser baixa. O diagnóstico laboratorial através do teste da tinta da 
China é positivo em 70-90% dos pacientes com AIDS, porém cai para somente 50% em 
pacientes imunocompetentes (BICANIC; HARRISON, 2005). C. neoformans pode ser 
isolado em meios de cultura que contenham uma fonte de carbono, nitrogênio, oxigênio e 
oligoelementos (CASADEVALL; PERFECT, 1998), produzindo colônias brancas mucóides 
(dependendo da espessura da cápsula), usualmente após 48 e 72 horas.  
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Nenhuma espécie do gênero Cryptococcus fermenta açúcares, porém todas têm 
atividade de urease. A patogenicidade de C. neoformans está relacionada com a sua 
capacidade de crescer a 37 ºC. No entanto, a temperatura ótima de crescimento está entre 30-
35ºC. Em meios de cultura como o ágar níger, a presença de compostos difenólicos propicia a 
produção de fenol oxidade que leva à formação de melanina, que pode ser observada pelo 
aparecimento de coloração marrom nas colônias (STAIB, 1962 apud STEPANOVIC, et al., 
2002). Muitos laboratórios utilizam o teste rápido de urease para um reconhecimento de C. 
neoformans. A identificação taxonômica dos isolados pode ser feita por provas bioquímicas 
em testes comerciais ou por métodos baseados em análise do DNA (ELLIS; PFEIFFER, 
1990; ST GERMAIN; BEAUCHESNE, 1991; WARREN; SHADOMY, 1991 apud 
HUFFNAGLE; GANDER, 1993; MITCHELL, et al., 1994). Alguns sorotipos de C. 
neoformans podem ser diferenciados pela reação de coloração quando cultivados em meio 
ágar azul de canavanina-glicina-bromotimol (CGB) (KWON-CHUNG; POLACHECK; 
BENNETT, 1982). Os sorotipos também poderiam ser separados através do kit comercial 
Crypto Check® (Iatron, Tokyo, Japan), que utilizava anticorpos monoclonais dirigidos contra 
antígenos específicos da cápsula polissacarídica (IKEDA et al., 1982; KABASAWA et al., 
1991).   
Anticorpos séricos contra C. neoformans não são utilizados no diagnóstico laboratorial 
da criptococose. Por outro lado, a detecção de antígenos da cápsula polissacarídica nos fluidos 
corporais é rápida e simples. Dentre os testes mais comumente empregados estão os testes de 
aglutinação comerciais em partículas de látex sensibilizadas com anticorpos anti-C. 
neoformans ou a técnica de ELISA. Esses testes têm uma sensibilidade superior a 90% e 
títulos maiores que 1:4 são bem específicos para criptococose. O LCR, o soro, a urina e os 
lavados brônquicos podem ser utilizados nessas reações (BLOOMFIELD; GORDON; 
ELMENDORF, 1963; BICANIC; HARRISON, 2005).  
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 O diagnóstico histopatológico da criptococose é comum a outros tipos de infecção 
fúngica. As amostras de tecidos são geralmente coradas pelos métodos de Gomori Metamina 
Prata, ácido periódico de Scchiff. Pelo método de mucicarmina, as estruturas fúngicas coram-
se em vermelho e pelo método de Fontana-Manson, os fungos apresentam-se corados em 
marrom, sendo esta coloração mais específica para C. neoformans (BICANIC; HARRISON, 
2005). 
Inúmeras técnicas baseadas na análise do DNA têm sido utilizadas para estudos de 
caracterização, filogenia e epidemiologia de C. neoformans. Essas técnicas incluem a 
eletroforese de campo pulsado, que demonstrou polimorfismos de tamanho de cromossomos 
entre os isolados de C. neoformans (DROMER et al., 1994; KWON-CHUNG et al., 1992; 
PERFECT et al., 1993; PERFECT et al., 1989; POLACHECK; LEBENS, 1989; SPITZER et 
al., 1993; WICKES; MOORE; KWON-CHUNG, 1994), e análises de RFLP (fragmentos de 
DNA gerados por enzimas de restrição) seguidas de hibridização com sonda CNRE-1 
(elementos repetitivos de C. neoforman), que reconhece a família de elementos repetitivos 
presentes em múltiplas cópias no genoma de C. neoformans (SPITZER; SPITZER, 1992; 
SPITZER; SPITZER, 1994). Franzot et al. (1997) analisando a diversidade genética de 
isolados C. neoformans do Brasil e da cidade de Nova York (EUA), através do perfil de RFLP 
da seqüência do gene URA5, sugeriram uma dispersão global de certos isolados patogênicos. 
Outras sondas, como a UT-4p, um plasmídeo linear de 7Kb contendo o gene URA5 
(DROMER, et al., 1994; VARMA, KWON-CHUNG et al., 1992; CURRIE; FREUNDLICH; 
CASADEVALL, 1994; SPITZER et al.,1993), também foram utilizadas para avaliar a 
variabilidade de C. neoformans.   
O seqüenciamento de genes específicos tem sido utilizado para detectar polimorfismos 
em C. neoformans. Casadeval et al. (1992) estudando o gene de cópia única URA5 mostraram 
a existência de substituições extensivas de pares de bases, em isolados individuais e nas 
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variedades neoformans e gattii, atingindo 6% dos nucleotídeos da seqüência codificadora. 
Nakamura et al. (2000), analisando a seqüência de um fragmento de 597 pb do gene CAP59, 
o qual contém 30% das seqüências que codificam proteínas que são responsáveis pela 
produção da cápsula polissacarídica dessa levedura (CHANG; KWON-CHUNG, 1994) 
conseguiram diferenciar os cinco diferentes sorotipos de C. neoformans. A análise das regiões 
ITS (seqüência espaçadora interna transcrita) incluindo a seqüência do gene 5,8 rRNA, 
delineou 7 genotipos dentro das três variedades de C. neoformans, através da combinação de 
8 nucleotídeos localizados nas posições 10, 11, 15, 19, 108 da região do ITS1, na posição 221 
da região do 5,8S e nas posições 298 e 346 da região do  ITS2  (KATSU et al., 2004).  
 A genotipagem utilizando a técnica de AFLP tem sido utilizada para avaliar as 
estruturas genéticas dessa levedura. Através dessa técnica, Trilles et al. (2003) e Barreto de 
Oliveira et al. (2004) avaliaram a diversidade genética das cepas de C. neoformans isoladas 
em alguns estados brasileiros, além de utilizar novas combinações de iniciadores para 
caracterizar tipos sexuais e sorotipos através da técnica de PCR (KWON-CHUNG et al., 
2003; BARRETO DE OLIVEIRA et al., 2004). Em outra análise, Halliday et al. (1999) 
utilizaram iniciadores específicos para os genes STE12α e MFα de C. neoformans var. gatii 
para determinar a presença dos dois tipos sexuais em isolados clínicos da Austrália. 
A técnica de PCR fingerprinting baseia-se na utilização de iniciadores específicos para 
regiões de microssatélites/minissatélite ou seqüências repetitivas simples. Meyer et al. (1999), 
utilizando essa técnica, caracterizaram 400 amostras clínicas e ambientais de C. neoformans e 
verificaram a existência de 8 grupos ou subtipos moleculares denominados: VNI (var. grubii, 
sorotipo A), VNII (var. grubii, sorotipo A), VNIII (sorotipo AD), VNIV (var. neoformans, 
sorotipo D), VGI, VGII, VGIII e VGIV (var. gattii, sorotipo B e C). Estudos posteriores 
revelaram a ausência de correlação entre os sorotipos B e C e os grupos moleculares de C. 
neoformans var. gattii. 
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 Um estudo desenvolvido por Horta et al. (2002) utilizando a técnica de RAPD para 
analisar a variabilidade genética de isolados clínicos e ambientais de C. neoformans do Estado 
do Rio Grande do Sul distinguiu duas classes fenotípicas entre os isolados clínicos, classe (F) 
sorotipo A e classe (G) sorotipo B. Katsu et al. (2004) estudando a variabilidade genética de 
96 isolados de C. neoformans var. gattii, através da técnica de RAPD, mostraram que os 
sorotipos B e C foram agrupados em três subtipos moleculares.  
Com o seqüenciamento do genoma da cepa JEC21 sorotipo D de C. neoformans var. 
neoformans, foi possível prever o tamanho do genoma que é de 19 Mb, excluindo as regiões 
de repetição do DNA ribossomal que constitui aproximadamente 5% do genoma. O genoma 
desse fungo possui 14 cromossomos que variam de tamanho entre 762 Kb a 2,3Mb, num total 
de 6.572 genes codificantes para proteínas, contendo uma média de 6,3 exons de 255 pb e 5,3 
introns de 67 pb. A média de tamanho dos transcritos é de 1,9Kb contendo uma média de 
15% de seqüências não codificantes. O genoma de C. neoformans é rico em transposons, 
sendo estes localizados em grupos no centrômero podendo levar a instabilidade cariotípica e 
variações fenotípicas, acarretando assim, os polimorfismos entre os genomas (LOFTUS et al., 
2005). 
 
1.6 Tratamento e resistência 
 
O primeiro medicamento efetivo para o tratamento da criptococose, introduzido no 
final da década de 50, foi a anfotericina B, agente antifúngico que atua na inibição da ligação 
do ergosterol da membrana plasmática do fungo, aumentando assim, a permeabilidade de 
prótons e cátions monovalentes como o potássio. A anfotericina B levou a cura de 
aproximadamente 50% dos pacientes com criptococose sem associação com o HIV. Segundo 
recomendações do CDC (2004), as doses podem ser de 0,7-1 mg/kg/dia (AULAKH; 
 19
STRAUSS; KWON-CHUNG, 1981; BOTTONE; WORMSER, 1986; BOZZETTE et al., 
1991; BICANIC; HARRISON, 2005). A nefrotoxicidade deste fármaco é um problema que 
está sendo reduzido com a utilização de solução salina (AULAKH; STRAUSS; KWON-
CHUNG, 1981; BOLAÑOS; MITCHELL, 1989; BICANIC; HARRISON, 2005). 
Alternativamente, formulações lipídicas como a anfotericina B lipossomal, estão sendo 
utilizadas com resultados efetivos, com menor nefrotoxicidade do que a anfotericina B 
convencional (KOTWANI et al., 2001).  
O desenvolvimento da flucitocina (5-fluorocitosina [5FC]), na década de 70, como 
uma droga antitumoral e sua introdução como agente antifúngico veio a complementar a 
terapia anticriptococócica. A sua ação nos C. neoformans se dá através da conversão da droga 
pela citocina deaminase (enzima presente na célula fúngica) para 5-fluororacil 5-FU, uma 
pirimidina análoga que inibe a síntese de ácido nucleicos fúngicos (BICANIC; HARRISON, 
2005) sendo recomendados 100mg/kg/dia (CDC, 2005) A combinação dessas duas drogas 
revolucionou a terapia da meningite criptococócica, reduzindo a letalidade de 100% para 
aproximadamente 25 a 30%. No final da década de 80, a introdução de novos agente 
antimicóticos triazóis, de uso oral, como o fluconazol e o itraconazol, inibidores da síntese de 
ergosterol, com uma excelente absorção e penetração no LCR, colaborou com o tratamento da 
criptococose, sendo recomendadas as doses de 400mg/dia, via oral, de fluconazol ou 
itraconazol. No entanto, para o tratamento da criptococose, o fluconazol mostrou-se superior 
em relação ao itraconazol (AULAKH; STRAUSS; KWON-CHUNG, 1981. BOTTONE; 
WORMSER, 1986; BOZZETTE et al., 1991; BICANIC; HARRISON, 2005).  
Usualmente em pacientes com AIDS, para tratar a fase inicial da meningite 
criptococócica, é usada anfotericina B, dose de 0,7mg/kg/dia, combinad, com flucitocina 
100mg/Kg/ dia, por duas semanas seguido de 400mg/dia de fluconazol oral por 8 semanas. 
Esse tratamento está associado com menos de 10% de mortalidade e a resposta antimicótica é 
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de aproximadamente 70% (VAN DER HORST et al., 1997; SAAG, et al., 2000), mas 
recorrências são bastante comuns em 50 a 75% quando a terapia é interrompida (SAAG, et 
al., 2000; PAPPALARDO; MELHEM, 2004). Para a fase de manutenção são administradas 
doses menores, em geral 200 mg/dia de fluconazol oral, e com esse regime medicamentoso, a 
mortalidade em pacientes com AIDS e meningite criptococócica diminuiu de 14- 25% para 
6% (SAAG, et al., 2000, PAPPALARDO; MELHEM, 2004). Um estudo desenvolvido por 
Pfaller et al. (2005) avaliaram a susceptibilidade in vitro de 1.811 isolados clínicos de C. 
neoformans, obtidos de 100 laboratórios de cinco diferentes regiões geográficas, de todo o 
mundo, entre os anos de 1990 a 2004, frente aos antifúngicos anfotericina B, flucitocina, 
fluconazol, variconazole, posaconazole e ravuconazole e concluiram que a resistência in vitro 
entre os isolados de C. neoformans a esses antifúngicos não aumentou nestes 15 anos. 
Já no Brasil, um estudo desenvolvido em Goiânia avaliou a susceptibilidade in vitro 
das variedades de C. neoformans de pacientes com AIDS, mostrando que todas as amostras 
do sorotipo A e D foram susceptíveis a anfotericina B e ao itraconazol e 98,2% ao fluconazol. 
Já o sorotipo B apresentou resistência de 75% ao fluconazol demonstrando, assim, 
importância para o clínico na escolha do medicamento e do esquema terapêutico a ser 
empregado no tratamento (PAPPALARDO; MELHEM, 2004; FERNANDES et al., 2003). 
 
1.7 Epidemiologia 
 
A prevalência da infecção por C. neoformans em uma determinada população parece 
estar relacionada ao número de indivíduos imunocomprometidos e ao grau de exposição à 
levedura (CHEN et al., 2000). Diferentes inquéritos epidemiológicos mostram a distribuição 
heterogênea dos subtipos de Cryptococcus em vários países e sugerem uma correlação entre a 
variedade do fungo e a região geográfica (MELO et al., 1993). A var. grubii está  distribuída 
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por todo o mundo, enquanto que a var. gattii é mais freqüentemente encontrada nas regiões 
tropicais e subtropicais (KWON-CHUNG; BENNETT, 1984). Recentemente, a var. gattii foi 
identificada infectando humanos em Vancouver, Canadá (KIDD, et al., 2004). A var. 
neoformans é isolada freqüentemente na Europa e América do Sul (MITCHEL; PERFECT, 
1995), mas também tem sido isolada nos Estados Unidos (LITVINTSEVA et al., 2005).   
Considerando as infecções oportunistas que acometem pacientes com AIDS em todo o 
mundo, a criptococose é a quarta causa mais freqüente de infecção, com índices de 
aproximadamente 2 a 7% nos Estados Unidos, no oeste da Europa e na Austrália (CURRIE; 
CASADEVALL, 1994; POWDERLY, 1993) e 15 a 30% na África. No Brasil, 4,5% das 
infecções em pacientes com AIDS são causadas por C. neoformans (MINISTÉRIO DA 
SAÚDE, 2002; CASALI et al., 2003). Dados da Divisão Epidemiológica do Instituto de 
Infectologia Emílio Ribas, São Paulo, demonstraram que a neurocriptococose em pacientes 
com AIDS, nos últimos anos, diminuiu de 7,7% em 1995 para 3,1% em 2001 
(PAPPALARDO; MELHEM, 2004). 
Na população mundial, quase todo o caso de criptococose em pacientes com AIDS é 
causado pelo C. neoformans var. grubii, sorotipo A, mesmo em áreas endêmicas para  C. 
neoformans var. gattii. Entretanto, entre os anos de 1990 e 1992, C. neoformans var. 
neoformans (sorotipo D) foi mais prevalente nos pacientes com AIDS na França (DROMER 
et al.,1994). Nos países Ibero-Americanos (Argentina, Brasil, Chile, Colômbia, México, Peru, 
Venezuela, Guatemala e Espanha), a incidência dos sorotipos e variedades nos isolados 
clínicos, veterinários e ambientais de C. neoformans foi de 73,8% para a variedade grubii, 
sorotipo A, de 4,1% para o híbrido, sorotipo AD, de 1,8% para a variedade neoformans, 
sorotipo D e de 20,3% para a variedade gattii, sorotipos B e C (MEYER et al., 2003). 
Segundo Barreto de Oliveira e colaboradores (2004), a diversidade genotípica de C. 
neoformans no Brasil é majoritariamente distribuída em variedade grubii, sorotipo A (65%), 
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variedade gattii, sorotipo B (17,5%), variedade neoformans, sorotipo D (9%), híbrido sorotipo 
AD (5%) e variedade gattii sorotipo C (3,5%). Corroborando outros estudos, Nishikawa et al. 
(2003) encontraram o sorotipo A (var. grubii), no Brasil, como sendo a mais prevalente em 
pacientes HIV positivos e o sorotipo B (var. gattii) o mais abundante entre pacientes HIV 
negativos. Estudos desenvolvidos em Goiânia, em pacientes com AIDS, demonstraram ser o 
C. neoformans sorotipo A o agente mais prevalente de criptococoses (FERNANDES et al., 
2003). 
 Em São Paulo, entre os anos 1996 e 2000, 65% dos pacientes imunocompetentes com 
criptococose apresentaram a variedade grubii (sorotipo A) e 35% a variedade gattii (sorotipo 
B). Já em pacientes com AIDS, 98,1% apresentaram a variedade grubii (sorotipo A) e 1,9% a 
variedade gattii (sorotipo B). Destes isolados, 89% apresentaram C. neoformans com tipo 
sexual MATα (OHKUSU et al., 2002. Entre 1995 e 2002, foram notificados pela Secretaria 
Estadual de Saúde do Rio Grande do Sul, 549 casos de criptococose. Acredita-se que esse 
número pode ser maior, uma vez que essa doença não é de notificação compulsória. Segundo 
Casali et al. (2003), a variedade de C. neoformans mais freqüentemente encontrada entre as 
amostras estudadas desse Estado, foi a grubii sorotipo A, MATα). 
De acordo com o Boletim do Ministério da Saúde de 2002, a incidência de AIDS por 
100.000 habitantes no Estado de Santa Catarina, atinge valores da ordem de 108 casos em 
Itajaí, 78 casos em Balneário Camboriú, 50 casos em Biguaçú, Florianópolis e Rio do Sul, 
44,3 em Joinville e de 42,4 em São José. O Hospital Nereu Ramos (HNR), criado com 
objetivo de realizar o tratamento de portadores de tuberculose e outras doenças infecciosas, 
em 1987, sendo reconhecido pelo Ministério da Saúde como Centro de Referência Estadual 
para o tratamento dos portadores do HIV. Embora seja um hospital de referência não possui 
laboratório próprio para diagnóstico das patologias associadas a esse tipo de paciente, sendo 
os exames realizados por laboratórios terceirizados e pelo Laboratório de Micologia da 
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Universidade Federal de Santa Catarina e Laboratório Central do Estado (LACEN). Segundo 
estudo desenvolvido por Dutra et al. (2005), no período entre julho de 2003 a junho de 2005, 
o LACEN recebeu, de diferentes unidades de saúde do Estado, 265 amostras com suspeita 
clínica de criptococose das quais, 160 amostras foram positivas em uma das técnicas 
(coloração por tinta da China, aglutinação em látex ou cultura em meio ágar sabouraud) e 105 
amostras negativas (DUTRA et al., 2005). 
Embora os estudos realizados no Estado do Rio Grande do Sul e em outras unidades 
da Federação mostrem a predominância de C. neoformans var. grubii em pacientes com 
AIDS, em Santa Catarina não existem dados sobre o sorotipo ou grupo molecular da espécie 
C. neoformans que afeta os pacientes com AIDS. No presente estudo, avaliou-se a 
variabilidade genética das amostras de C. neoformans isoladas de pacientes com AIDS no 
Estado de Santa Catarina. 
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2.0 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo geral 
 
Avaliar a variabilidade genética de amostras de Cryptococcus neoformans isoladas de 
pacientes HIV positivos atendidos no Hospital Nereu Ramos de Florianópolis, Santa Catarina. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
• Padronizar a extração do DNA genômico das amostras de C. neoformans isoladas de 
pacientes HIV positivos. 
• Padronizar a reação da PCR para amplificação do fragmento do gene CAP59 das 
amostras C. neoformans isoladas de pacientes HIV positivos.  
• Determinar os sorotipos das cepas isoladas de amostras clínicas, através do perfil de 
restrição de produtos de amplificação do fragmento do gene CAP59. 
• Determinar os padrões moleculares das amostras isoladas, utilizando a técnica da PCR 
fingerprinting .  
• Avaliar a variabilidade genética das cepas de C. neoformans, através da técnica de 
RAPD. 
• Seqüenciar o fragmento do gene CAP59 amplificado via PCR de algumas amostras de 
C. neoformans isoladas de pacientes HIV positivos e comparar as seqüências obtidas 
com seqüências de C. neoformans já disponíveis no Genebank.  
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3.0 METODOLOGIA 
 
3.1 Considerações Éticas 
 
 O presente projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética para Pesquisa em Seres 
Humanos da UFSC (Parecer nº 233/04). 
 
3.2 Pacientes 
 
 As amostras de líquor foram obtidas dos pacientes portadores de HIV atendidos no 
Hospital Nereu Ramos, Município de Florianópolis, Estado de Santa Catarina, que estiveram 
internados no período de janeiro de 2004 a junho de 2005. A coleta de líquor foi efetuada 
através de punção lombar pelos médicos responsáveis. As amostras de líquor foram 
encaminhadas imediatamente, em frasco estéril de 10 ml, para o laboratório de Micologia do 
Departamento de Análises Clínicas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e 
Laboratório Central de Santa Catarina (LACEN-SC), onde foram analisados através do teste 
de coloração pela tinta da China, aglutinação em látex e realizado os isolamentos do fungo. 
Para isolamento de C. neoformans, as amostras de líquor foram semeadas em ágar sabouraud 
e mantidas a temperatura de 28°C por 48 a 72 horas. Amostras indefinidas foram 
determinadas pelo método de produção de urease. Trinta e cinco amostras em cultura (am. 26, 
am. 39, am. 41, am. 45, am.48, am.60, am. 70, am. 77, am.92, am.137, am.146, am.163, 
am.165, am.166, am.167, am.169, am.191, am. 206, am. 211, am. 215, am. 236, am. 258, am. 
20/74, am.13/96, am. 05/47, am.02/56, am. 06/48, am. HU19087, am. HU17990, am. 09/63, 
am.09/252, am.11/193, am.13/120, am. 17/29, am. 01/183) e 16 amostras de líquor foram 
enviadas para a realização do presente estudo.  
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Dados relativos ao sexo, idade, cor, naturalidade, residência e doença concomitante 
dos 35 pacientes foram obtidos nos prontuários no Hospital Nereu Ramos sob supervisão da 
Dra. Ivete Ioshiko Masukawa. 
 
3.3 Origem das amostras 
 
Como controles positivos foram utilizadas amostras de referência de C. neoformans 
sorotipos: A (ATCC-LMM794), B (ATCC-LMM799), C (ATCC-LMM801), D (ATCC-
LMM797) e AD (ATCC-LMM796), cedidas pelo Laboratório de Micologia da Fundação 
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. Além disso, 33 amostras do sorotipo A (HC1, HC2, 
HC4, HC5, HC6, HC7, A1, A2, A3, A4, A6, Az1, Az4 , Az8, Az15, Az38 e A32045), 
sorotipo B (AL6, AL10, AL11, AL12, AL32, AL33, AL34 e Az13), sorotipo D (A42, A43, 
A45, A46, A48 e D28958) e sorotipo AD (AD48184) e de diferentes sorotipos previamente 
caracterizadas através do kit comercial Crypto Check ® (Iatron, Tokyo, Japan) e da técnica 
PCR fingerprinting  (MEYER et al., 1999) foram gentilmente cedidas pela Dra. Marilene 
Henning Vainstein do Laboratório de Biologia de Fungos de Importância Médica e 
Biotecnologia do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 
Porto Alegre, Brasil. Como controles negativos foram utilizadas amostras de outras espécies 
de fungos leveduriformes Candida parapsilosis, Candida krusei, cedidas laboratório de 
Micologia do Departamento de Análises Clínicas da UFSC e Histoplasma capsulatum e 
Paracoccidioides brasiliensis, gentilmente cedidas pelo Laboratório de Micologia do 
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal de São 
Paulo. 
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As amostras foram cultivadas em meio CG (Circle Grow medium-USB®) a 37°C por 
24 a 48 horas, preservadas em massa celular à temperatura de -20ºC e criopreservadas a -80ºC 
em meio CG contendo 30% de glicerol. 
 
3.4 Extração de DNA genômico  
 
Para a extração do DNA genômico de C. neoformans testaram-se 12 protocolos 
descritos na literatura, tendo sido introduzidas algumas modificações em alguns desses 
protocolos (Tabela 3). Os protocolos testados estão descritos detalhadamente nos itens a 
seguir. Para todos os protocolos foi utilizada a mesma concentração celular. Para tanto, as 
amostras foram cultivadas em meio CG (Circle Grow medium-USB®) por 16 horas á 37ºC 
numa rotação de 150 rpm,1 ml de cultura com D.O600 de 2,0 foi transferido para tubos de 
microcentrífuga de 1,5 ml e centrifugado  a 5.000 x g durante 10 min. E, após a retirada do 
sobrenadante os tubos contendo o sedimento celular foram mantidos a -20ºC até o momento 
de seu uso. 
 
3.4.1 Protocolo – 1 
 
 
O DNA genômico foi extraído utilizando-se uma modificação da técnica. Para isso, 
foram adicionados ao sedimento celular 500 μl de tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,5 / EDTA 
10 mM pH 8,0 / 2-Mercaptoetanol 1% e contendo 1% de Liticase (Sigma®)  e incubado- se a 
30ºC por 12 horas. A seguir, foram adicionados 200 μl de tampão (Triton X-100X-100 2% / 
SDS 1%) e 200 mg de pérolas de vidro (0,45 mm de diâmetro) e 700 μl de fenol-clorofórmio 
(v/v). Os tubos foram agitados vigorosamente em vórtex por 5 min. e centrifugados a 13.000 
x g / 15 min, o sobrenadante coletado e o DNA precipitado com etanol absoluto a -70ºC por 1 
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h. Ao DNA foram adicionados 200 μl de TE (10 mM Tris pH 8,2 / 1 mM EDTA pH 8,0) 
contendo RNAse A (Sigma®), na concentração de 50 μg/ml  incubado-se a 37ºC por 30 min. 
Uma nova extração fenol-clorofórmio foi realizada e o DNA precipitado em isopropanol 
100% v/v e lavado uma vez com etanol 70%. 
 
3.4.2 Protocolo – 2 
 
Neste procedimento, o DNA genômico foi extraído conforme técnica descrita por 
Nakamura et al. (2000). Ao sedimento celular foram adicionados  500 μl tampão Tris-HCl 10 
mM pH 8,0 / EDTA 1 mM pH 8,0 / SDS 10%  contendo 5mg/ml de lisozima (Sigma®) a 30ºC 
por 12 horas. A seguir, adicionou-se 1μl de RNAse A (Sigma®) 10mg/ml e incubou-se a 
amostra a 30ºC por 1 hora. Após esse período adicionaram-se 200μg/ml de proteinase K e a 
amostra foi incubada a 42ºC por 1 hora. A este volume foi adicionado igual volume de fenol-
clorofórmio (v/v), os tubos foram invertidos por 10 min. e centrifugados a 13.000 x g / 10 
min.. A fase aquosa foi coletada e submetida a um novo passo de extração com clorofórmio. 
A seguir, a fase aquosa foi coletado e o DNA precipitado pela adição de acetato de sódio 5M 
na proporção de 1/10 de volume e 2,5 volume de etanol puro.  
 
3.4.3 Protocolo – 3 
 
Utilizou-se uma modificação das técnicas descritas por Del Poeta et al. (1999) e Casali 
et al. (2003). Ao sedimento celular adicionaram-se 500 μl de tampão (Tris-HCl 10 mM pH 
7,5 / EDTA 1 mM pH 8,0 / Triton X-100 2%/ SDS 1%), um volume de 200mg  de pérolas de 
vidro (0,45 mm de diâmetro) e 500 μl de fenol-clorofórmio (v/v). Os tubos foram agitados 
vigorosamente em vórtex por 10 min., centrifugados a 13.000 x g por 10 min e a fase aquosa 
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foi coletada e acrescida de 1 volume de etanol absoluto gelado sendo mantida a -70ºC por 30 
min.. Ao DNA foram adicionados de 200 μl de TE (10 mM Tris pH 8,2 / 1 mM EDTA pH 
8,0) contendo RNAse A (Sigma®) na concentração de 50 μg/ml incuba- se a 37ºC por 30 min. 
Uma nova extração fenol-clorofórmio foi realizada e o DNA precipitado conforme descrito no 
Protocolo 2.  
 
3.4.4 Protocolo – 4 
 
O DNA genômico foi extraído conforme modificações da técnica descrita por 
Drivinya, Shimizu e Takeo (2004) com modificações. Resfriou-se o sedimento celular a –
80ºC por 15 min. e liofilizou-se por 3 horas. Adicionaram-se então, um volume de 0,2 ml  
pérolas de vidro (0,45 mm de diâmetro), os tubos foram agitados vigorosamente em vórtex 
por 10 min., quando acrescentaram-se 500 μl de tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,5 / EDTA 1 
mM pH 8,0 / Triton X-100 2%/ SDS 1% e 500 μl de fenol-clorofórmio (v/v). Os tubos foram, 
então, centrifugados a 13.000 x g por 20 min., sendo a fase aquosa coletada e o DNA 
precipitado como descrito no Protocolo 2. 
 
3.4.5 Protocolo – 5 
 
O DNA genômico foi extraído utilizando-se uma modificação da técnica Bialek et al. 
(2000). Ao sedimento celular adicionaram-se 500 μl tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,5 / EDTA 
1 mM pH 8,0 / Triton X-100 2%/ SDS 1% e, após homogeneização em vórtex, a amostra foi 
fervida por 5 min. a 100ºC e resfriada em nitrogênio líquido por 1 min.. Esta etapa foi 
repetida 5 vezes. A seguir, adicionou-se um volume de 200mg de pérolas de vidro (0,45 mm 
de diâmetro) e 500 μl de fenol-clorofórmio (v/v) agitando- se vigorosamente em vórtex por 5 
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min. e centrifugando-se a 13.000 x g / 10 min. A fase aquosa foi coletada e submetida a uma 
nova extração com clorofórmio e o DNA precipitado como descrito no Protocolo 2. 
 
3.4.6 Protocolo – 6 
 
Extraiu-se o, DNA genômico, utilizando-se uma modificação da técnica de Fujimura e 
Sakuma (1993) descrita por Toffaletti et al. (2004). Ao sedimento celular foram adicionados 
de 500 μl tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,5 / EDTA 20 mM pH 8,0 / SDS 1%, 200 mg de 
pérolas de vidro (0,45 mm mm de diâmetro) e 500 μl de fenol-clorofórmio (v/v). Os tubos 
foram agitados vigorosamente em vórtex por 5 min., resfriados em nitrogênio líquido por 2 
min. e imediatamente incubados a 70ºC por 10 min.. A essa mistura adicionaram-se 200 μl de 
solução de acetato de potássio 5M e 150 μl de cloreto de sódio 5M, incubando-se à 
temperatura ambiente por 20 min. Seguido de centrifugação a 13.000 x g por 20 min a 4ºC. O 
sobrenadante foi transferido para outro tubo, onde foi adicionado 1 μl de RNAse A (Sigma®) 
(20mg/ml) e incubou-se  à 37ºC por 15 min.. A esta mistura adicionou-se 1/3 do volume de 
polietilenoglicol 8000 a 30% (PEG8000) e as amostras foram mantidas a -196ºC por 10 min.. 
O DNA foi precipitado pela adição de etanol puro. 
 
3.4.7 Protocolo - 7  
 
O DNA genômico foi extraído conforme a técnica descrita por Varma e Kwon-Chung 
(1991). Ao sedimento celular foram adicionados 500 μl tampão (Tris-HCl 10 mM pH 8,0 / 
EDTA 0,45M pH 8,0 /  Sarcosil 1%/ 2mg/ml de Proteinase K) e a amostra foi fervida por 15 
min. a 100ºC. Adicionaram-se, então 200 μl de pérolas de vidro (0,45 mm de diâmetro) e 500 
μl de fenol-clorofórmio (v/v). A mistura foi agitada vigorosamente em vórtex por 5 min. e 
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centrifugada a 13.000 x g por 10 min., sendo a fase aquosa coletada e acrescida de 1 volume 
de etanol absoluto gelado e em seguida foi mantida a -70ºC por 30 min.. O DNA  coletado 
após centrifugação a 13.000 x g, por 15 min.,  foi adicionado de 200 μl de TE (10 mM Tris 
pH 8,2 / 1 mM EDTA pH 8,0) contendo RNAse A (Sigma®) na concentração de 50 μg/ml e 
incubado a 37ºC por 30 min. Após um novo passo de extração fenol-clorofórmio o DNA foi 
precipitado conforme descrito no Protocolo 2. 
 
3.4.8 Protocolo - 8 
 
O DNA genômico foi extraído conforme procedimento descrito por Katsu et al. 
(2004). Ao sedimento celular foram adicionados 500 μl tampão de GPT (6 M 
guanedinatioceanato dissolvida em 50mM de Tris – HCL pH 8,3) e 500 μl de fenol, 
misturando-se durante 5 min.. A amostra foi fervida por 15 min. a 100ºC e ,em seguida, 
adicionaram-se 250 μl de clorofórmio/ álcool amílico (24/1), a mistura foi agitada 
vigorosamente em vórtex por 5 min. e centrifugada a 13.000 x g por 5 min. A fase aquosa foi 
coletada e o DNA precipitado como descrito no Protocolo 2. 
 
3.4.9 Protocolo – 9  
 
O DNA genômico foi extraído segundo o protocolo utilizado no Laboratório de 
Micologia da Fiocruz. Ao sedimento celular foram adicionados 500 μl tampão (Tris-HCl 50 
mM pH 7,5 / EDTA 10 mM pH 8,0 / 2-Mercaptoetanol 1% e Liticase (Sigma®) 1%) Tris-HCl 
10 mM pH 7,5 / EDTA 1 mM pH 8,0 / NaCl 200 mM) a 30ºC /12 horas em agitação 
constante. A seguir adicionaram -se 100 μl de SDS 1% e a amostra foi incubada a 65ºC por 30 
min.. Adicionaram-se então, 10 μl de RNAse A (Sigma®)  na concentração de 10 mg/ml e a 
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amostra foi incubada a 37ºC / 30 min. O DNA foi extraído pelo método do fenol-clorofórmio 
(v/v), e precipitado como descrito no Protocolo 2. 
 
3.4.10 Protocolo – 10 
 
Nesta etapa, utilizou-se uma modificação da técnica descrita por Bolano et al. (2001) 
com modificações. Ao sedimento celular foram adicionados 1,5 ml de tampão Uréia (Uréia 
8M/ NaCl 0,5 M/ Tris-HCl 20 mM pH 7,5 / EDTA 20 mM pH 8,0 / 2% de SDS) , colocando-
se sob agitação branda à temperatura ambiente por 3 horas. As amostras foram centrifugadas 
5.000 x g por 10 min. A seguir, adicionaram-se 400 μl de tampão (0,5% SDS/ 0,5% Sarcosil/ 
Tris-HCl 20 mM pH 7,5 / EDTA 10 mM pH 8,0), 400 μl de fenol-clorofórmio (v/v) e 200 μl 
de pérolas de vidro (0,45 mm de diâmetro). A amostra foi submetida à agitação em vórtex por 
3 min. com descanso de 3 min, sendo esta etapa repetida três vezes. Essa amostra foi 
centrifugada a 13.000 x g, por 15 min, coletando-se a fase aquosa e o DNA foi precipitado 
como descrito no Protocolo 2.  
 
3.4.11 Protocolo – 11  
 
O DNA genômico foi extraído conforme uma outra modificação da técnica descrita 
por Casali et al. (2003). Ao sedimento celular foi adicionado 500 μl de tampão (Tris-HCl 10 
mM pH 7,5 / EDTA 1 mM pH 8,0 / Triton X-1002%/ SDS 1%) e submetido a sonicação por 
15 segundos a 20 Hz com intervalo de 1 min.em banho de gelo, sendo esse processo repetido 
3 vezes. A seguir, adicionaram-se 200 mg de pérolas de vidro (0,45 mm de diâmetro) e 500 μl 
de fenol-clorofórmio (v/v), agitou-se vigorosamente em vórtex por 10 min. e centrifugou-se a 
13.000 x g por 10 min.. A fase aquosa foi coletada, adicionou-se  1 volume de etanol absoluto 
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gelado e foi mantida a -70ºC / 30 min.. O DNA foi coletado por centrifugação, adicionaram-
se de 200 μl de TE (10 mM Tris pH 8,2 / 1 mM EDTA pH 8,0) contendo RNAse A (Sigma®) 
na concentração de 50 μg/ml, e incubou-se a 37ºC por 30 min. Após uma nova extração fenol-
clorofórmio o DNA foi precipitado como descrito no Protocolo 2. 
 
3.4.12 Protocolo – 12  
 
O DNA genômico foi extraído conforme descrito por Casali et al. (2003) com 
modificações. O sedimento celular recebeu 500 μl de tampão (Tris-HCl 50 mM pH 7,5 / 
EDTA 10 mM pH 8,0 / 2-Mercaptoetanol 1% e Liticase (Sigma®) 1%) e incubado a 30ºC por 
12 horas. A seguir foram adicionados 200 μl de tampão (Triton X-100 2% / SDS 1%) e  200 
mg de pérolas de vidro (0,45 mm de diâmetro) e a amostra foi fervida por 30 min.. 
Adicionou-se então, 500 μl de fenol-clorofórmio (v/v) e a amostra agitada vigorosamente em 
vórtex por 5 min., sendo posteriormente centrifugada a 13.000 x g por 10 min. A fase aquosa 
foi coletada e submetida a uma nova extração com clorofórmio e o DNA precipitado como 
descrito no Protocolo 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Protocolos Lise celular  Extração Precipitação Dosagem 
1 Tampão Liticase®  + Triton X-100X-100 2% / SDS 1% + pérolas de vidro 
2 SDS 10%  + Tampão  Lisosima®+ Proteinase K®  
3 Triton X-100 2%/ SDS 1% + pérolas de vidro 
4 Resfriado a –80ºC + liofilizado por 3 horas + Triton X-100 2%/ SDS 1% + pérolas de vidro 
5 Triton X-100 2%/ SDS 1% + aquecido à 100ºC + resfriado à – 196ºc +  pérolas de vidro 
6 
SDS 1% + pérolas de vidro+ resfriados à –196 ºC + 
incubados à 70ºC + acetato de potássio + (PEG8000)+ 
resfriar -196ºC  
7 Sarcosil 1% + Proteinase K+ aquecido à 100ºC  +  pérolas de vidro 
8 Tampão GPT + + aquecido à 100ºC + vórtex   
9 Tampão Liticase® + incubado à 30ºC/ 12 horas + SDS 1%+  incubadas à 65ºC  
10 Uréia 8M  + incubados à 3 horas sob temperatura de 25ºC + 0,5% SDS/ 0,5% Sarcosil + pérola de vidro  
11 Triton X-100 2%/ SDS 1%+ sonicação à 20 Hz + banho de gelo + pérolas de vidro 
12 
Tampão Liticase® + incubado à 30ºC/ 12 horas  + Triton 
X-100 2% / SDS 1% +  pérolas de vidro + aquecido à 
100ºC +  vórtex®. 
Fenol/clorofórmio 
(v/v) 
centrifugados a 
13.000 x g / 10 
min, e a fase 
aquosa foi 
coletada e 
submetida a um 
novo passo de 
extração com 
clorofórmio 
Adição de 1/10 do 
volume de acetato de 
sódio 5M  e 2,5 
volume de etanol 
100% . 
Gel de agarose 0,8 
% corado com 
brometo de etídio+ 
grau de pureza das 
amostras 
determinado pela 
relação da 
absorbância a 
260/280 nm 
 
Tabela 3 - 
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Representação dos protocolos utilizados para a Extração de DNA genômico. 
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3.4.13 Eluição, visualização e armazenamento das amostras 
 
Após a extração, o DNA de todas as amostras recebeu de 50 μl de água ultrapura 
estéril e foisubmetido à eletroforese em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etídio, 
sendo a observação das bandas realizada com o auxílio do transiluminador Macro Vue UV 
20® (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco). A dosagem do DNA foi determinada em 
espectrofotômetro Ultrospec® 3000 (Pharmacia Biotech, Upsalla) e o grau de pureza das 
amostras determinado pela relação da absorbância a 260/280 nm. Após a quantificação, as 
amostras de DNA foram aliquotadas e armazenadas a - 20ºC até o momento do seu uso. 
 
3.5 Amplificação do fragmento do gene CAP59 
 
A amplificação do fragmento do gene CAP59, a partir do DNA genômico, foi feita   
em termociclador Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Hamburg®) conforme descrito por 
Nakamura et al. (2000). As reações foram realizadas com volume final de 20 μl utilizando-se 
1 U da enzima Taq DNA polimerase (LabTrade®), 2 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada 
iniciador (CAP59F  5’-GAG TGT CTC CGC AAC CCG CA-3’ e CAP59R  5’-CCT ACT 
CTG CCA AAT CAA CTC-3’)  e 10 ng/ μl de DNA molde ou 3 μl das amostras de líquor ou  
3 μl  de cultura   em um tampão contendo 10 mM Tris-HCl pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM 
MgCl2. Independentemente do protocolo de extração de DNA, a amplificação do fragmento 
do gene CAP59 de todas as amostras foi realizada nas seguintes condições: desnaturação 
inicial a 94ºC por 5 min., seguida de 35 ciclos a 94ºC por 1 min., ligação do iniciador a 60°C 
por 2 min., extensão a 72ºC por 3 min. e uma extensão final a 72°C, durante 5 min.. 
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3.6 Determinação da especificidade da reação de amplificação do fragmento do gene 
CAP59 a partir de DNA genômico 
 
 Para determinar a especificidade dos oligonucleotídeos CAP59F e CAP59R na 
amplificação do fragmento do gene CAP59, utilizaram-se o DNA da cepa LMM794 de C. 
neoformans e amostras das outras espécies de fungos leveduriformes: C. parapsiloris, C. 
krusei, H. capsulatum e P. brasiliensis. A metodologia para a realização da técnica da PCR 
está descrita no item 3.5. A presença ou ausência de amplificação do fragmento de 597pb e/ou 
de outros fragmentos nas diferentes amostras de fungos leveduriformes foram verificadas em 
gel de agarose 1,5%. 
 
3.7 Determinação da sensibilidade da reação de amplificação do fragmento do gene 
CAP59 a partir de DNA genômico 
 
A sensibilidade da reação de amplificação do fragmento do gene CAP59 foi avaliada 
utilizando-se o DNA da cepa LMM794 de C. neoformans. O DNA na concentração inicial de 
24ng/μl, foi diluído na razão de 10 até 0,00002 ng/μl, tendo sidos utilizados 3 μl de cada 
diluição na reação de amplificação em um volume final de 20 μl, como descrito no item 3.5. 
A sensibilidade foi definida através da última diluição que se pode visualizar o produto de 
597pb da reação de PCR do fragmento do gene CAP59 em gel de agarose 1,5%. 
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3.8 Preparação das amostras de cultura para a reação de amplificação do fragmento do 
CAP59 em amostras de cultura 
 
Para tanto, as amostras foram cultivadas em meio CG (Circle Grow medium-USB®) 
por 16 horas á 37ºC numa rotação de 150 rpm, 1 ml de cultura com D.O600 de 2,0, foi 
transferido para o tubo de microcentrífuga de 1,5 ml e centrifugado  a 5.000 x g durante 10 
min., o sobrenadante foi descartado adicionando-se 500 μl de água ultrapura  estéril ao 
sedimento. A seguir, 3 μl da suspensão celular foram utilizados como DNA molde na reação 
de amplificação como descrito no item 3.5. Os resultados foram avaliados através da 
visualização do produto de 597pb da reação de PCR do fragmento do gene CAP59 em gel de 
agarose 1,5%. 
 
3.9 Determinação da sensibilidade da reação de amplificação do fragmento do gene 
CAP59 diretamente de amostras da cultura 
 
Para verificar a sensibilidade da reação de amplificação do fragmento do gene CAP59 
utilizaram-se amostras direto de cultura celular, crescido conforme descrito no item 3.8, com 
D.O600  2,0 diluída em água ultrapura estéril, na razão de 2 até atingir uma D. O. de 0,0006. A 
seguir, 3 μl da suspensão celular foram utilizados como DNA molde na reação de 
amplificação como descrito no item 3.5. A sensibilidade foi definida através da última 
diluição em que se pode visualizar o produto de 597pb da reação de PCR do fragmento do 
gene CAP59 em gel de agarose 1,5%. 
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3.10 Preparação das amostras direto do líquor para a reação de amplificação do 
fragmento do CAP59 
 
Das 16 amostras clínicas positivas de líquor, cerca de  200 a 300 μl de líquor, foram 
centrifugadas a 13.000 x g por 5 min. Adicionando-se, em seguida, 50 μl de água ultrapura 
estéril e 3 μl da suspensão celular submetida à amplificação como descrito no item 3.5. Os 
resultados foram avaliados através da visualização do produto de 597pb da reação de PCR do 
fragmento do gene CAP59 em gel de agarose 1,5%. 
 
3.11 Avaliação da interferência da anfotericina B na amplificação do fragmento do 
CAP59 em amostras de cultura  
 
Quarenta e cinco microlitros de cultura da cepa LMM794 em meio CG crescido 
conforme item 3.8, com D.O600  de 0,05 foram transferidas para um tubo de microcentrífuga 
de 0,6 ml e adicionaram-se 45 μl de água ultrapura estéril  contendo anfotericina B (GIBCO®) 
em concentrações decrescentes de 250μg/ml a 0,18 μg/ml. Os tubos foram incubados a 37ºC 
por 24 horas e 3 μl da cultura foram diretamente submetidos à amplificação do fragmento do 
gene CAP59, como descrito no item 3.5. Os resultados foram avaliados através da 
visualização do produto de 597pb da reação de PCR do fragmento do gene CAP59 em gel de 
agarose 1,5%. 
 
 
 
3.12 Identificação dos sorotipos das amostras padrões e das amostras clínicas de 
Cryptococcus neoformans através da reação de PCR-RFLP  
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Aproximadamente 1 ml de cultura (D.O600 = 0,2) crescida conforme descrito no item 
3.8,  das amostras clínicas de C. neoformans foi transferido para um tubo de microcentrífuga 
de 1,5 ml e centrifugado  a 5.000 x g por 10 min.. Após a adição de 500 μl de água ultrapura 
estéril, 3 μl da suspensão foram submetidos à reação de PCR para amplificação do fragmento 
do gene CAP59 como descrito no item 3.3, sendo os produtos de amplificação visualizados 
conforme descrito mo item 3.4.13. Cerca de 5 μl do produto de PCR foram submetidos à 
reação de RFLP, utilizando-se um painel de 16 diferentes endonucleases de restrição (AvaI 
(Gibco®),  AvaII (Gibco®), BamII (Gibco®), BamHI (Gibco®),  EcoR5 (USB®), EcoR1 
(USB®), HindIII (Invitrogen®), HaeIII (Invitrogen®),  KpnI (Invitrogen®), MspI 
(Invitrogen®),  PstI (USB®), ScaI (USB®), SmaI (Invitrogen®),  SphI (Gibco®),  SstI 
(Sigma®) e XmnI (Sigma®). Em cada reação 1 U da enzima comercial foi adicionado 
juntamente com 2 μl do respectivo tampão num volume final de 20 μl. Os produtos foram 
digeridos por 3 horas à temperatura de 37ºC e os diferentes perfis de restrição obtidos foram 
visualizados conforme descrito no item 3.4.13. 
 
3.13 PCR fingerprinting 
 
A amplificação do DNA genômico e de amostras direto da cultura foram realizadas 
em termociclador Eppendorf Mastercycler conforme descrito por Meyer et al. (1999). As 
reações foram preparadas em volume final de 20 μl utilizando-se 2,5 U da enzima Taq DNA 
polimerase (LabtTrade®), 0,2 mM de cada dNTP, 10 pmol do iniciador M13 (5’ 
GAGGGTGGCGGTTCT 3’) e 10 ng/ μl de DNA molde ou 3 μl  de cultura crescida conforme 
item 3.8, em tampão contendo 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. Para 
amplificação as amostras foram submetidas as seguintes condições: desnaturação a 94ºC por 
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20 seg., seguido de 35 ciclos a 94ºC por 20 seg., ligação do iniciador 50°C por 1 min., 
extensão a 72ºC por 20 seg. e uma extensão final de 6 min. a 72°C. A visualização dos 
resultados foi realizada como descrito no item 3.15. 
 
3.14 Amplificação de DNA das amostras através da técnica de RAPD  
 
Para a amplificação do DNA genômico das amostras através da técnica de RAPD 
utilizou-se a metodologia descrita por Steindel et al. (1993). As reações foram preparadas 
num volume de 20 μl utilizando-se 1,5 U da enzima Taq DNA polimerase (Labtrade®), 0,2 
mM de cada dNTP, 10 pmol do iniciador (3303 5’- TCA CGA TGC A-3’, 3304 5’- GCA 
CTG TCA- 3’, 3306 5’-AGC ATC TGT T-3’ e  3307 5’- AGT GCT ACG T-3’) e 1ng/ μl de 
DNA molde em tampão contendo 10 mM Tris-HCl (pH 8,5), 50 mM KCl e 1,5 mM MgCl2. 
Para amplificação as amostras foram submetidas as seguintes condições: desnaturação inicial 
a 94ºC por 5 min., 2 ciclos de ligação do iniciador a 30°C, 2 min. de extensão a 72°C, seguido 
de 33 ciclos a 94ºC por 1 min., ligação do iniciador a 40°C por 1 min.e extensão a 72ºC por 2 
min. e uma extensão final de 5 min. a 72°C, a visualização dos resultados foi realizada 
conforme item 3.15. 
 
 
 
 
3.15 Eletroforese de produtos de amplificação 
 
Para visualização dos produtos de amplificação, 3 μl da amostra amplificada foi 
adicionada a 3 μl de tampão de amostra 2x (0,08% de azul de bromofenol, 0,08 de xileno 
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cianol e 10% de glicerol) e submetido à eletroforese em gel de agarose 1,4% a 120V por 3 
horas ou em gel de poliacrilamida 5% a 100V por 2 horas. Os géis de agarose foram corados 
pelo brometo de etídio e as bandas visualizadas em transiluminador Macro Vue UV 20® 
(Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco) e os géis de poliacrilamida foram corados 
pela prata. Em ambos os casos os géis foram documentados em sistema de fotodocumentação 
digital. 
 
3.16 Purificação do produto amplificado do fragmento do gene CAP59. 
 
Para purificação do produto de 597pb do fragmento do gene CAP59 amplificado 
conforme item 3.5,  15 μl do produto amplificado foram precipitados com 40 μl de 
isopropanol 70%, centrifugados a 13.000 x g / 45 min. e lavados com etanol 70%. A seguir, o 
DNA foi misturado a 13 μl de água ultrapura estéril e 3 μl da solução e foi submetido à 
eletroforese como o descrito no item 3.15.  
 
3.17 Seqüenciamento do fragmento do gene CAP59 
 
O seqüenciamento do produto de PCR realizou-se em um equipamento MegaBace 
1000® (Amersham Biosciences, Piscataway®), utilizando um padrão de 100 ng  a 200 ng de 
produto de amplificação. A reação de seqüenciamento foi preparada com o kit DYEnamic® ET 
dye terminator (Amersham Biosciences®) conforme especificações do fabricante. Após a 
reação de marcação, seguiu-se a purificação dos produtos utilizando-se isopropanol e etanol a 
70% com o intuito de se retirar nucleotídeos e iniciadores não incorporados. Os produtos 
foram eletroinjetados a 2KV durante 120 segundos e eletroeluídos por 150 min. a 9KV. 
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3.18 Análise das seqüências obtidas 
 
As seqüências do fragmento do gene CAP59 das amostras 41, 77 e padrão A (LMM 
794) de C. neoformans foram alinhadas através do programa ClustalX® utilizando-se os 
parâmetros padrões. Após o alinhamento, os blocos de seqüências conservadas foram 
analisados através dos métodos de bootstrap neighbour-joining e máxima parcimônia (1000 
réplicas) utilizando-se os programas MEGA v. 1.02® e PAUP 40b4a, respectivamente, para 
estimar a relação entre as cepas analisadas no presente estudo. O fenograma obtido foi 
construído com base nas seqüências do gene CAP59 depositadas no GenBank AB019367 
(sorotipo A) ; AB019369 (sorotipo B); AB019370 (sorotipo C); L26508 (sorotipo D) e 
(AB019368 (sorotipo AD). Após a análise dos resultados, as três seqüências obtidas, das 
amostras (am-41, am77 e padrão A (LMM 794), no presente estudo foram depositadas no 
GenBank sob os seguintes números de acesso: DQ303429, DQ303430 e DQ303428 
respectivamente. 
 
 
 
 
 
4.0 RESULTADOS 
 
4.1 Dados epidemiológicos  
 
 A análise dos prontuários dos 35 pacientes portadores de criptococcose, atendidos no 
Hospital Nereu Ramos, mostrou que 34 deles (97,2%) eram portadores de HIV e um (2,8%) 
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era portador de diabetes do tipo II. Considerando-se a etnia, 80% eram brancos, 5,7% negros 
em 14,3% não foi possível determinar a etnia. Dos 35 pacientes, 66% eram do sexo masculino 
e 34% do sexo feminino, a faixa etária para mulheres foi de 23 a 72 anos e para homens foi de 
24 a 64 anos, sendo a média de 36,5 anos para homens e de 40 anos para mulheres.  
 Em relação à procedência, 16 pacientes eram do município de Florianópolis, 13 dos 
municípios de Tijucas, São João Baptista, São Paulo, Herval D´Oeste, Porto Belo, Nova 
Trento, Chapecó, Criciúma, Campo Belo do Sul, São José, Capinzal, Imbituba, Tubarão e a 
procedência de 6 dos  pacientes não pode ser determinada. 
 
4.2 Extração de DNA 
 
Os 12 protocolos testadas para a extração do DNA genômico de C. neoformans, duas 
(protocolos 4 e 11) delas foram totalmente ineficazes. Os demais 10 protocolos apresentaram 
resultados variáveis com relação à quantidade e a qualidade do DNA genômico extraído. Os 
melhores resultados foram obtidos com os protocolos 10 e 12, que mostraram um rendimento 
de 100 a 200 ng/μl e com grau de pureza 260/280 nm superior a 1,8. Sendo o protocolo 12 
utilizado no processamento das amostras clínicas (Figura 2).  
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Figura-2. Análise da extração do protocolo 12, em gel de agarose 1,5% corado pelo brometo de etídio 
representativo da extração de DNA genômico das amostras de Cryptococcus neoformans utilizando o protocolo 
Nº 12. 1- Vetor fago lambda clivado com HindIII®; 2 – controle positivo LMM794 DNA; 3- am.26; 4- am.39; 5- 
am.77; 6- am.45.  
 
4.3 Padronização da reação de amplificação do gene CAP59 a partir de DNA genômico 
das amostras clínicas 
 
A amplificação do DNA genômico de 35 amostras de C. neoformans, isoladas dos 
pacientes do Hospital Nereu Ramos e da cepa padrão LMM 794 (sorotipo A) com os 
iniciadores CAP59F e CAP59R , mostrou um produto de amplificação do tamanho esperado 
de 597 pb (Figura 3).  
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Figura-3. Gel em agarose 1,5% representativo dos produtos de amplificação do gene CAP59 dos isolados 
clínicos de Cryptococcus neoformans utilizando oligonucleotídeos CAP59F e CAP59R. 1- Vetor PUC18 clivado 
com endonulease HaeIII®; 2- controle positivo LMM794 DNA; 3- am.39; 4- am.41; 5- am.42; 6- am.45; 7- 
am.48; 8- controle negativo (sem adição de DNA). 
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4.4. Determinação da especificidade da reação de amplificação do fragmento do gene 
CAP59 a partir de DNA genômico 
 
O DNA de 4 diferentes espécies de fungos (C. parapsilopsis, C. krusei, H. capsulatum 
e P. brasiliensis) e da cepa padrão LMM 794 foi utilizado nos testes de especificidade dos 
iniciadores CAP59R e CAP59F utilizados na amplificação do fragmento do gene CAP59 
(Figura 4). A cepa de C. neoformans apresentou uma banda única de 597 pb e de grande 
intensidade. As demais espécies testadas também apresentaram uma banda de 
aproximadamente 597pb, porém com intensidades diferentes, além de outros produtos de 
tamanhos distintos, mostrando a baixa especificidade destes iniciadores.  
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Figura-4. Gel em agarose 1,5% representativo da amplificação do fragmento do gene CAP59 de diferentes 
espécies fúngicas leveduriformes utilizando os iniciadores CAP59F e CAP59R. 1- Vetor PUC18 clivado com 
endonulease HaeIII®; 2- Cryptococcus neoformans cepa padrão sorotipo A (LMM 794); 3- Candida krusei; 4- 
Candida parapsilopsis; 5- Paracoccidioides brasiliensis; 6, Histoplasma capsulatum; 7- controle negativo (sem 
adição de DNA). 
 
4.5. Determinação da sensibilidade da reação de amplificação do fragmento do CAP59 a 
partir de DNA genômico 
 
Através da metodologia descrita no item 3.5, foi possível detectar o fragmento do gene 
CAP59 via reação de PCR em uma concentração de até 2,4fg de DNA molde (Figura 5).  A 
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sensibilidade dos iniciadores utilizados no presente estudo é maior do que os resultados 
obtidos em diferentes alvos gênicos para outras espécies de fungo (KAMBE et al., 2003). 
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Figura-5. Gel em agarose 1,5% mostrando a sensibilidade dos iniciadores CAP59R e CAP59F na amplificação 
do fragmento do gene CAP59 frente a diferentes concentrações de DNA de Cryptococcus neoformans. 1- Vetor 
PUC18 clivado com endonulease HaeIII® e fago lambda clivado com endonuclease HindIII® , 2- 24ng; 3- 2,4ng; 
4- 0,24ng; 5- 24pg; 6- 2,4pg; 7- 0,24pg; 8- 24fg; 9- 2,4fg; 10- 0,24fg; 11- controle negativo (sem adição de 
DNA). 
 
 
4.6 Padronização da reação de amplificação do fragmento do gene CAP59 diretamente 
de amostras da cultura de isolados clínicos  
 
Trinta e cinco amostras de C. neoformans isoladas dos pacientes foram submetidas à 
amplificação do gene CAP59 a partir de leveduras obtidas direto de cultura. Todas as 35 
amostras de cultura apresentaram um produto de amplificação esperado de 597pb (Figura 6). 
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Figura-6. Gel em agarose 1,5% corado pelo brometo de etídeo, mostrando o produto amplificado do fragmento 
do gene CAP59 de isolados clínicos de Cryptococcus neoformans direto de cultura utilizando os iniciadores 
CAP59F  e CAP59R . 1- Vetor PUC18 clivado com endonulease HaeIII®; 2- controle positivo DNA da cepa 
LMM794; 3-am.256; 4- am.258; 5- am.77; 6- am.45; 7- am.48; 8- am.60; 9- am.169; 10- am.258; 11- controle 
negativo (sem adição de leveduras). 
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4.7. Determinação da sensibilidade dos iniciadores na amplificação do fragmento do 
gene CAP59 em amostras de Cryptococcus neoformans direto de cultura 
 
Ao determinar a sensibilidade dos iniciadores na amplificação do fragmento do gene 
CAP59 direto de amostras de cultura, obteve-se a menor amplificação na amostra de cultura 
com D.O600  de 0,13, que equivale a aproximadamente 1.000 leveduras por μl (Figura 7),. 
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Figura-7. Gel em agarose 1,5% mostrando a sensibilidade dos iniciadores na amplificação do fragmento do gene 
CAP59 de Cryptococcus neoformans cepa padrão LMM 794 (sorotipo A) de amostra direto de cultura. 1 Vetor 
PUC18 clivado com endonulease HaeIII®; 2- controle positivo; 3- D.O600 =17,0; 4- D.O600 =8,5; 5- D.O600 =4,26; 
6- D.O600 =2,13; 7-  D.O600 =1,06; 8-  D.O600 =0,53;  9-  D.O600 =0,26; 10-  D.O600 =0,13; 11- D.O600 = 0,07; 12-  
D.O600 =0,03; 13-  D.O600 =0,016; 14- controle negativo (sem adição de leveduras).  
 
 
 
 
4.8 Amplificação do gene CAP59 diretamente de amostras clínicas de líquor 
 
Dezesseis amostras clínicas de líquor positivo para C. neoformans foram submetidas à 
PCR para amplificação do gene CAP59, para comparação da sensibilidade entre a cultura e a 
microscopia. A amplificação do produto de 597 pb diretamente do líquor foi obtida em apenas 
1/16 amostras testadas. A microscopia utilizando a coloração da tinta da China foi positiva em 
100% (n= 16) e a cultura foi de 37,5% (n= 6) das amostras. 
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4.9 Avaliação da interferência da anfotericina B na amplificação do fragmento do 
CAP59 em amostras de cultura  
 
Para determinar a possível interferência da presença de anfotericina na amplificação 
do fragmento do gene CAP59 nas amostras de líquor, a cultura da cepa LMM 794 de C. 
neoformans na presença de diferentes concentrações de anfotericina B foi utilizada 
diretamente na PCR. Os resultados mostraram que a presença de anfotericina B não interferiu 
na amplificação do produto de 597 pb (dados não mostrados), não alterando a sensibilidade da 
reação. 
 
4.10 Determinação dos sorotipos de cepas de C. neoformans isoladas de amostras clínicas 
e ambientais no Estado do Rio Grande do Sul através da PCR-RFLP 
 
Trinta e duas cepas de C. neoformans isoladas de amostras clínicas e ambientais no 
Rio Grande o Sul, anteriormente tipificadas pelo kit Crypto check®, e pertencentes aos 
sorotipos A (HC1, HC2, HC4, HC5, HC6, HC7, A1, A2, A3, A4 , A6, Az1, Az4 , Az8, Az15, 
Az38 e A32045), B (AL6, AL10, AL11, AL12, AL32, AL33, AL34 e Az13), D (A42, A43, 
A45, A46, A48 e D28958) e AD (AD48184) e as amostras padrões do Rio de Janeiro 
sorotipos A (ATCC-LMM794), B (ATCC-LMM799), C (ATCC-LMM801), D (ATCC-
LMM797) e AD (ATCC-LMM796) foram submetidos à amplificação do fragmento do gene 
CAP59 e o produto amplificado foi submetido à digestão com endonucleases conforme o 
proposto no ítem 3.12. Das 16 endonucleases de restrição testadas, 14 não produziram perfis 
de restrição do fragmento de 597 pb capazes de distinguir os diferentes sorotipos. Por outro 
lado, as enzimas A e B, protegida pelo processo de patente Nº 23080.030228/2005-08, 
quando adicionadas juntas, produziram perfis de restrição distintos do fragmento de 597 pb 
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para os 5 sorotipos de C. neoformans, mostrando uma correlação de 100% da PCR-RFLP com 
a sorotipagem das amostras pelo kit comercial Crypto Check ® (Iatron, Tokyo, Japan) 
(Figura 8).  
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Figura-8. Gel em poliacrilamida 8% corado pelo brometo de etídeo representativo da digestão dupla pelas 
endonucleases A e B do fragmento de 597 pb do gene CAP59 do Cryptococcus neoformans. 1- Vetor PUC18 
clivado com endonulease HaeIII®; 2- amostra padrão sorotipo A (LMM794); 3- HC1 e 4- A6 (sorotipos A); 5- 
padrão sorotipo B (LMM799); 6- AL10 (sorotipo B), 7- padrão sorotipo C (LMM801); 8- padrão sorotipo D 
(LMM797); 9- A42 (sorotipo D); 10-  padrão sorotipo AD (LMM796); 11- AD 48184 (sorotipo AD) e 12- 
Produto de PCR 597pb não digerido. 
 
4.11 Determinação do perfil de restrição das amostras clínicas isoladas no Estado de 
Santa Catarina através da PCR-RFLP. 
 
O DNA das 35 amostras de C. neoformans isoladas dos pacientes internados no 
Hospital Nereu Ramos em Santa Catarina foi submetido à tipificação através da técnica de 
PCR-RFLP conforme descrito no item 3.12, utilizando como padrões às amostras do Rio de 
janeiro dos sorotipos: A (ATCC-LMM794), B (ATCC-LMM799), C (ATCC-LMM801), D 
(ATCC-LMM797) e AD (ATCC-LMM796). Os resultados mostraram que as 35 amostras de 
Santa Catarina pertencem ao sorotipo A, C. neoformans var. grubii (Figura 9).  
 
 50
298 pb 
1      2       3       4       5      6        7       8      9 10     11    12    13    14
257 pb
587 pb  
458 pb  
434 pb  
102 pb  
80 pb  
174 pb  
 
Figura-9. Gel em agarose 1,5% corado com brometo de etídeo representativo da digestão dupla pelas 
endonucleases A e B do fragmento de 597 pb do gene CAP59 do Cryptococcus neoformans. 1- Vetor PUC18 
clivado com endonulease HaeIII®; 2- amostra padrão sorotipo A(LMM794); 3- padrão sorotipo B(LMM799); 4-  
padrão sorotipo C (LMM801); 5- padrão sorotipo D (LMM797);  6- padrão sorotipo AD (LMM796); 7- am.26; 
8- am.39; 9- am.41; 10- am.45; 11- am.60; 12- am. 70; 13- am.77 e 14- Produto de PCR 597pb não digerido. 
 
 
4.12 Determinação dos padrões moleculares através da técnica de PCR fingerprinting. 
 
O iniciador M13 foi utilizado para amplificação de regiões repetitivas de minisatélites  
das amostras padrões do Rio de Janeiro e para as 35 amostras clínicas de C. neoformans 
isoladas dos pacientes internados no Hospital Nereu Ramos. Os tipos moleculares das 
amostras padrões de cada sorotipo A(LMM794), B(LMM799), C(LMM801), D(LMM797) e 
AD(LMM796) foram determinados utilizando-se amostras oriundas de Porto Alegre, 
anteriormente caracterizadas por Casali et al. (2003). Para as 35 amostras clínicas os tipos 
moleculares foram determinados utilizando as amostras padrões caracterizadas. A 
amplificação a partir de DNA purificado ou a partir de leveduras cultivadas mostrou 
resultados idênticos. Os padrões moleculares observados para as amostras padrões do Rio de 
Janeiro foram: sorotipo A, VNI; sorotipo B, VGI; sorotipo, C (não foi possível determinar o 
padrão molecular); sorotipo D, VNIV e sorotipo AD, VNIII (Figura 10). Das 35 amostras 
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clínicas de Santa Catarina, 34 amostras apresentaram perfil VNI, e uma amostra (77) 
apresentou perfil molecular distinto dos demais sorotipos (Figura 11). 
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Figura-10. Gel poliacrilamida 5% corado pelo brometo de etídeo representativo do perfil de PCR-fingerprinting   
obtido com iniciador M13 das amostras padrões do Rio de Janeiro e amostras de Porto Alegre de Cryptococcus 
neoformans. 1- Marcador de tamanho molecular 100pb ladder (Invitrogen®) 2- padrão sorotipo A (LMM794); 
3- HC1 (VNI); 4- padrão sorotipo B (LMM799), 5- AL10 (VGIII); 6- padrão sorotipo C (LMM801), 7-  padrão 
sorotipo D (LMM797), 8- A42 (VNIV); 9- padrão sorotipo AD (LMM796); 10- 48184-AD (VNIII); 11- controle 
negativo (sem adição de DNA). 
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Figura-11. Gel poliacrilamida 5% corado pelo brometo de etídeo representativo do perfil de PCR-fingerprinting   
obtido com iniciador M13 de amostras clínicas de Cryptococcus neoformans. 1- Marcador de tamanho molecular 
100pb ladder (Invitrogen®); 2- padrão sorotipo A (LMM794), VNI; 3- am.26; 4- am.39; 5- am. 41; 6- am. 45; 7- 
am.77;  8- padrão sorotipo AD (LMM796),VNIII; 9-  padrão sorotipo B (LMM799), VGI; 10- padrão sorotipo C 
(LMM801), VGIV; 11-  padrão sorotipo D (LMM797) (VNIV); 12- controle negativo (sem adição de DNA). 
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4.13 Avaliação da variabilidade genética de Cryptococcus neoformans através da técnica 
de RAPD. 
 
Quatro iniciadores (3303, 3304, 3306 e 3307) foram utilizados na avaliação da 
variabilidade genética das 35 amostras clínicas C. neoformans isoladas em Santa Catarina em 
comparação com as amostras controles dos 5 sorotipos (A, B, C, D e AD). Cada iniciador 
mostrou um perfil distinto, cujo tamanho das bandas amplificadas variou de 100 a 2000 pb e o 
número de bandas variou de 10 para o iniciador 3303 a 15 para o iniciador 3304, sendo que a 
amplificação das amostras com os iniciadores 3306 e 3307 gerou um perfil muito pobre de 
bandas. As Figuras 12 e 13 apresentam o perfil de bandas obtido para as amostras clínicas dos 
diferentes sorotipos com os iniciadores 3303 e 3304, respectivamente. Das 35 amostras 
clínicas, 34 apresentaram um perfil muito homogêneo entre si e idêntico com a amostra 
padrão sorotipo A utilizando os iniciadores 3303 e 3304. A amostra 77 apresentou um perfil 
distinto dos 5 sorotipos avaliados. 
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Figura-12. Gel em agarose 1,5% representativo da reação de RAPD com o iniciador 3303 obtido de amostras 
clínicas de Cryptococcus neoformans. Linha:1 Marcador de tamanho molecular Vetor fago lambda clivado com 
endonulease HindIII®; 2, padrão sorotipo A (LMM794); 3,padrão sorotipo B (LMM799); 4, padrão sorotipoC 
(LMM801); 5, padrão sorotipo D (LMM797); 6, padrão sorotipo AD (LMM796); 7- am.26; 8- am. 39; 9- am.41; 
10- am. 45; 11- am. 48; 12- am. 60; 13- am.70; 14- am.71; 15- am. 76; 16- am.137; 17 am. 77; 18- am. 236; 19- 
controle negativo (sem adição de DNA). 
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Figura-13. Gel de poliacrilamida 5% representativo da reação de RAPD com o iniciador 3304 obtido de 
amostras clínicas de Cryptococcus neoformans Linha:1- Marcador de tamanho molecular de 100pb ladder 
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(Invitrogen®); 2- padrão sorotipo A (LMM794); 3- am. 26; 4- am.39; 5- am.41; 6- am.45; 7- am. 77; 8- padrão 
sorotipo AD (LMM796),HU17990; 9-  padrão sorotipo B (LMM799); 10- padrão sorotipo C (LMM801); 11-  
padrão sorotipo D (LMM797); 12- controle negativo (sem adição de DNA). 
 
.14 Seqüenciamento e análise do fragmento do gene CAP59 4
n de maior tamanho do gene CAP59 das amostras isoladas de Santa Catarina (41 e 77) 
e amostra padrão A (ATCC LMM794) resultou em uma média de fragmentos de 530pb. 
Foram realizados alinhamentos múltiplos com os fragmentos seqüenciados e suas respectivas 
seqüências de aminoácidos preditas utilizando o programa ClustalX, e essas seqüências  
serviram como base para a construção de árvores filogenéticas.  Utilizando os métodos de 
neighbour-joining e máxima parcimônia (ambos com 1000 réplicas) utilizando os programas 
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MEGA v. 3.2® e PAUP 40b4a, as árvores geradas por ambos os métodos, apresentaram a 
mesma estrutura e topologia. Assim sendo, no presente estudo serão demonstradas somente as 
análises filogenéticas geradas por neighbour-joining e distância p (bootstrap 1000), sendo 
todos os valores p < 0,15. 
As análises comparativas entre as seqüências de nucleotídeos e de aminoácidos do 
fragme
As análises filogenéticas revelaram que as seqüências nucleotídicas do fragmento do 
gene C
nto CAP59 das amostras isoladas de Santa Catarina (41 e 77) e a amostra padrão A 
(ATCC LMM794), utilizando o programa Bl2seq 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) revelou que a similaridade entre estas 
e em relação às seqüências das amostras de sorotipo A (AB019367) e AD (AB019368), 
depositadas no Genbank foi maior que 97%. No entanto, realizando-se a análise com 
seqüências dos sorotipos B (AB019369) e C (AB019370) a similaridade decaiu para 88%. 
Entretanto, na análise com seqüências de nucleotídeos e aminoácidos do sorotipo D (L26508), 
observou-se 93% de similaridade entre as mesmas. 
AP59 das amostras 41, 77 e a amostra ATCC LMM794 (A) agruparam com sorotipo A 
(AB019367) e com o híbrido AD (AB019368) (Figura 14). As análises filogenéticas das 
seqüências preditas de aminoácidos do fragmento do gene CAP59 apresentaram uma 
topologia um pouco distinta daquela apresentada pelas análises nucleotídica, agrupando as 
seqüências padrões do sorotipo A (AB019367) e AD (AB019368) em um ramo distinto das  
amostras 41, 77 e ATCC LMM794  (Figura15).  
 Sorotipo C_(AB019370)
 Sorotipo B_(AB019369)
C.neoformans var. gattii
C. neoformans var neoformans Sorotipo D_(L26508)
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Figura-14. Árvore filogenética geradas através da análise de seqüências de nucleotídeo do fragmento do gene 
CAP59, pelo método neighbour-joining e distância p (bootstrap 1000) do fragmento do gene CAP59 das cepas 
de C. neoformans isolados de diferentes amostras clínicas. Programa MEGA v. 1.02®
igura-15. Árvore filogenética geradas através da análise de seqüências preditas de aminoácidos do fragmento 
o gene CAP59 pelo método neighbour-joining e distância p (bootstrap 1000) das seqüências de aminoácidos 
reditas do fragmento do gene CAP59 das cepas de C. neoformans isolados de diferentes amostras clínicas. 
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5.0 DISCUSSÃO 
 avanços na área da saúde têm proporcionado um aumento da expectativa 
 vida, porém, tem ocorrido um aumento na incidência de infecções por microorganismos 
oportunistas anteriormente raras. Dessa forma, é de grande valia o melhor conhecimento da 
ecologia e da epidemiologia desses microorganismos (CASADEVALL; PERFECT, 1998). 
microrganismo zoopatogênico cosmopolita ser o responsável pela criptococcose em humanos, 
principalmente em pacientes imunocomprometidos (NISHIKAWA, et al., 2003). O presente 
estudo visou à caracterização molecular de isolados clínicos de C. neoformans obtidos de 
pacientes do Estado de Santa Catarina, bem como propõe uma nova metodologia para a 
tipagem molecular dos sorotipos deste fungo. 
 apresentou-se bastante laboriosa, 
somente duas dos 12 protocolos testados e publicados na literatura (VARMA ; KWON-
CHUNG, 1991; FUJIMURA; SAKAMURA, 1993; DEL POETA et al., 1999; BIALEK et al., 
2000; NAKAMURA, et al., 2000; BOLANO et al., 2001; CASALI et al., 2003; DRIVINYA; 
SHIMIZU; TAKEO, 2004; TOFFALETTI et al., 2004; KATSU et al., 2004;), somente dois 
(protocolos 10 e 12) mostraram um rendimento quali-quantitativamente satisfatório, 
possibilitando a obtenção de concentrações de DNA de 100 a 200ng/ul e com grau de pureza 
260/280 nm superior a 1,8. Além disso, a comparação da extração de DNA de amostras 
mantidas por longos períodos em cultura (cápsula reduzida) e amostras de pacientes recém 
 
  Os grandes
de
Nesse contexto, a importância do fungo C. neoformans decorre do fato desse 
 A extração do DNA genômico de C. neoformans
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isoladas (cápsula abundante) mostrou que nas amostras recentemente isoladas a quantidade de 
DNA obtido foi cerca de 10 a 20 vezes menor (dados não mostrados). Logo a extração de 
DNA das amostras padrão resultou em melhor rentabilidade considerando a quantidade e a 
qualidade do DNA quando comparada com as amostras clínicas recém isoladas. Dois 
protocolos (4 e 11) descritos na literatura, foram totalmente ineficazes para o isolamento de 
DNA das amostras padrão de C. neoformans. Os oito protocolos mostraram resultados muito 
variáveis, proporcionando concentrações de DNA inferiores a 10ng/ul e com grau de pureza 
260/280 nm inferior a 1,8. 
Estas grandes diferenças na obtenção de DNA parecem resultar em grande parte, das 
diferen
 no presente estudo mostraram que amostras 
de C. n
ças na espessura da cápsula do fungo. Estudos anteriores mostraram que amostras de 
C. neoformans mantidas em cultivo contínuo sofrem uma redução significativa na espessura 
da cápsula, tornando-a cerca de 2 a 3 vezes menos espessa que nas amostras recém isoladas 
(GRANGER; PERFERCT; DURACK, 1985; VARTIVARIAN et al.,1993). Esta diferença na 
espessura da cápsula parece estar relacionada com os mecanismos de defesa do fungo frente 
ao sistema imune do hospedeiro (FELDMESSER et al., 2001; ZARAGOZA; 
CASADEVALL, 2004; D´SOUZA et al., 2004).  
Os ensaios de extração de DNA realizados
eoformans recentemente isoladas em cultura mostraram-se mais resistentes aos agentes 
químicos, físicos e às enzimas responsáveis pela lise celular. Observações microscópicas 
destas amostras na presença de tinta da China evidenciaram a presença de uma espessa 
cápsula que em geral, é cerca de 3 a 4 vezes o tamanho da levedura (dados não mostrados). 
Fato este que vem ao encontro com o estudo desenvolvido por D`Souza et al. (2004), que 
mostraram que após a infecção do hospedeiro por esta levedura há um aumento capsular 
bastante expressivo. Estudos anteriores mostraram que a resistência à lise celular frente às 
enzimas oxidativas produzidas dentro das vesículas dos macrófagos é um fenômeno bastante 
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marcante em C. neoformans e que esta característica está relacionada à espessura e à 
composição da cápsula polissacarídica (FELDMESSER et al., 2001).  
Durante os ensaios de extração de DNA foram realizadas algumas observações que 
corrobo
 cápsula 
do fun
ade da reação de amplificação foi testada com intuito de avaliar a 
possibi
raram os dados da literatura e mostraram a grande resistência da levedura aos agentes 
químicos e físicos. Quando as amostras de C. neoformans obtidas de isolados clínicos 
recentes foram submetidas à extração de DNA pelo protocolo padrão fenol/clorofórmio (v/v) 
e o precipitado celular restante foi semeado em meio de cultura CG a 37ºC por 24 horas 
observou-se um intenso crescimento das leveduras. Da mesma forma, quando leveduras 
submetidas a choques térmicos com temperaturas variando de –196ºC a +100ºC, seguidos de 
extração em fenol/clorofórmio observou-se na microscopia óptica que as leveduras 
mostraram-se íntegra e quando semeadas em meio CG apresentaram crescimento. Esses 
resultados estão de acordo com a literatura que mostra que a presença da cápsula 
polissacarídica é um importante mecanismo de proteção contra agentes físicos e químicos 
presentes no meio ambiente (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001). 
O gene CAP59 possui 5 exons e é um dos 30 genes envolvidos na produção de
go C. neoformans (LOFTUS, et al., 2005). Iniciadores (CAP59R e CAP59F) 
desenhados a partir da seqüência do gene CAP59, permitem a amplificação de um fragmento 
de 597 pb, o qual contém 30% da seqüência codificante do exon mais longo deste gene 
(NAKAMURA et al., 2000). No presente trabalho utilizou-se este par de iniciadores para 
testar sua especificidade e sensibilidade na amplificação do fragmento do gene, tanto em 
amostras de DNA purificado, como em leveduras obtidas diretamente de cultura e de 
amostras de líquor.  
A especificid
lidade de se desenvolver um diagnóstico específico entre a espécie de C. neoformans e 
outras espécies de fungo leveduriformes causadores de doença humana. Para tanto, 
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utilizaram-se amostras de DNA extraído de C. neoformans e de outras espécies de leveduras 
(C. parapsiloris, C. krusei, H. capsulatum e P. brasiliensis), tendo sido observada a presença 
de uma banda de 597pb de intensidade forte em C. neoformans e de intensidade variável em 
todas as amostras de leveduras testadas. Além disso, todas as amostras, à exceção de C. 
neoformans, apresentaram um padrão complexo de bandas de tamanhos moleculares distintos. 
Este resultado mostra que os iniciadores CAP59R e CAP59F não são espécie-específicos, 
impossibilitando a distinção de uma co-infecção, numa amostra clínica. Entretanto, quando a 
amplificação foi feita com amostras diretamente de cultura (sem extração prévia de DNA), os 
resultados mostraram a presença da banda de 597 pb apenas em C. neoformans.   
Com intuito de testar a sensibilidade dos iniciadores CAP59R e CAP59F foram 
realiza
ram-se 
ensaios
dos experimentos de reconstituição de DNA em diferentes concentrações. Os 
resultados do presente estudo mostraram que a detecção de DNA genômico de C. neoformans 
foi de 2,4 fg em gel de agarose.  Kanbe et al. (2003), estudando algumas espécies de Cândida 
spp e Aspergillus fumigatus,  demostraram que a sensibilidade dos iniciadores dirigidos contra 
o gene da topoisomerase II foi acima de 1pg de DNA. Desta forma, os resultados obtidos no 
presente estudo mostram que a sensibilidade dos iniciadores CAP59F e CAP59R foi maior do 
que comparado com os dados descritos na literatura para detecção de DNA de fungos. 
Tendo em vista a dificuldade de extração de DNA genômico do fungo, realiza
 de amplificação do fragmento do gene CAP59 de amostras direto da cultura. Para 
tanto, uma amostra de cultura de C. neoformans com D.O600  de 17 foi diluída em série  até 
atingir uma D.O600  de 0,032 e 3 μL da amostra foram utilizados na amplificação do 
fragmento de 597pb. A intensidade do produto de amplificação de 597 pb foi concentração 
dependente e a presença da banda esperada foi observada em gel de agarose 1,5%, até a 
D.O600  0,13, o que equivale aproximadamente a 1000 leveduras por µl. Estes resultados 
mostram que a sensibilidade dos iniciadores CAP59F e CAP59R, quando usado diretamente 
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em amostras  de cultura foi baixa. Extrapolando-se esses resultados para amostras clínicas, há 
a necessidade de se ter uma média de 106 leveduras por ml de líquor.  
Ensaios de detecção para C. neoformans diretamente em amostras clínicas, 
compar
 provável inibição da reação da PCR devido ao aumento 
da con
studo desenvolvido por Okabayashi et al. (2003), utilizando os iniciadores CAP59R 
e CAP
ando a técnica de coloração de tinta da China, o isolamento em cultura com meio CG e 
a PCR do fragmento do gene CAP59 direto de cultura, foram realizados com 16 amostras de 
líquor, A PCR foi positiva em apenas 6,25% contra 37,5% da cultura e 100% na tinta China. 
Estes resultados mostraram que iniciadores não são adequados para detecção do fungo 
diretamente em espécimes clínicos.  
No sentido de investigar uma
centração de proteína no líquor, quando há infecção por esse fungo e pela presença de 
anfotericina B, após o início do tratamento (BICANIC; HARRISON, 2005), foram  realizados 
experimentos de reconstituição de líquor negativo com 10 ng de DNA genômico purificado 
e/ou de 107 leveduras/ml. Os resultados mostraram a amplificação da banda de 597 pb nos 
dois testes (dados não mostrados), indicando a ausência de interferência da composição do 
líquor e comprovando a baixa sensibilidade dos iniciadores para a detecção de leveduras 
numa concentração inferior a 106 leveduras por ml de líquor. Da mesma forma, a presença de 
anfotericina B não impediu a amplificação do fragmento de 597 pb diretamente em amostras 
de líquor semeadas com 106 leveduras e tratado com diferentes concentrações do antibiótico, 
mostrando que a ausência de amplificação nas amostras de líquor de pacientes com 
criptococcose não se deve ao tratamento medicamentoso, mas, provavelmente, ao fato da 
quantidade de leveduras presentes na amostra clínica de líquor ser inferior a 1000 organismos 
por µL. 
E
59F na detecção de C. neoformans em amostras clínicas obtidas de dois gatos com 
criptococcose, mostrou serem esses iniciadores capazes de amplificar o fragmento do gene em 
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amostras de urina, soro e biópsia submetido à extração de DNA, sugerindo a PCR como um 
método sensível e rápido para o diganóstico da criptococcose em animais. No entanto, os 
resultados obtidos no presente trabalho, mostram que os iniciadores (CAP59R e CAP59F) 
apresentam baixa sensibilidade para amplificar o fragmento do gene em amostra clínica direto 
do líquor dos pacientes estudados.       
A sorotipagem baseada em anti-soro produzido contra diferentes epítopos do 
polissa
ra clivar o 
fragme
pacientes do Estado de Santa Catarina.  
carídeo que compõe a cápsula desta levedura (IKEDA et al., 1982), desenvolvido na 
década de 80, permitiu a classificação de C. neoformans em cinco sorotipos (A, B, C, D e 
AD).  Estudos envolvendo dados epidemiológicos, ecológicos, fisiológicos e genéticos 
subdividiram, na década de 90, a espécie C. neoformans em três variedades (grubii, 
neoformans e gattii) permitindo, assim, avanços significativos no conhecimento deste 
patógeno (FRANZOT et al., 1999; MEYER et al., 2003, KATSU et al., 2004; D´SOUZA et 
al., 2004). O kit de tipificação (Cripto Check®) produzido pela empresa Iatron no Japão, que 
utiliza anticorpos monoclonais contra a cápsula polissacarídica apresenta um custo de 14 
dólares americanos por amostra e recentemente teve sua produção interrompida.  
No presente estudo, utilizou-se um painel de enzimas de restrição pa
nto amplificado de 597 pb do gene CAP59 de C. neoformans. Os resultados obtidos 
mostraram que a digestão combinada de duas endonucleases A e B gerou um perfil de 
restrição próprio para cada um dos diferentes sorotipos de C. neoformans das cinco amostras 
padrão provenientes do Laboratório de Micologia Médica da FIOCRUZ. Dessa forma, a 
metodologia de PCR-RFLP desenvolvida e protegida pelo processo de patente Nº 
23080.030228/2005-08, foi utilizada na tipificação de 32 amostras de C. neoformans 
previamente tipificadas pelo kit Cripto Check® (CASALI et al., 2003) cedidas pelo 
Laboratório de Micologia do Centro de Biotecnologia da UFRGS e 35 amostras isoladas de 
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Os resultados mostraram uma correlação de 100% entre os perfis de PCR-RFLP e os 
sorotipos determinados pelo kit Cripto Check® nas amostras provenientes do Rio Grande do 
Sul. D
ixo custo (cerca de U$ 2.00/amostra), que permite a 
caracte
ans var. 
grubii.
l. (2003), utilizaram a técnica de PCR-fingerprinting   com 
o iniciador M13 dirigido para regiões repetitivas de DNA (micro e minisatélites) e elaboraram 
uas amostras padrão do sorotipo AD (LMM796 do Rio de Janeiro) e a amostra 
(ATCC48184-AD), do Rio Grande do Sul, apresentaram um perfil de restrição distinto entre 
elas (Figura 8). A amostra LMM796 apresentou um perfil combinado de AD com duas 
bandas observadas no padrão sorotipo C. Este resultado pode ser devido aos múltiplos eventos 
de hibridização entre as cepas dos sorotipos A (C. neoformans var. grubii) e D (C. 
neoformans var. neoformans), os quais são responsáveis pela corrente distribuição das cepas 
do sorotipo AD (XU et al. 2003). 
Com base nesses resultados, pode-se afirmar que a PCR-RFLP é uma técnica sensível, 
específica, reprodutível e de ba
rização inequívoca de amostras de C. neoformans a partir de amostras clínicas isoladas 
em cultura. Essa metodologia pode ainda ser de grande utilidade no acompanhamento das 
reinfecções ou das recrudescências que acontecem nos pacientes imunossuprimidos. 
As 35 amostras isoladas de pacientes do Estado de Santa Catarina apresentaram um 
perfil homogêneo e igual ao da amostra padrão (LMM794), sorotipo A de C. neoform
 Estes resultados estão de acordo com dados da literatura que mostram que C. 
neoformans var. grubii é a variedade predominante em pacientes imunodeficientes 
(principalmente em pacientes com AIDS) tanto no Brasil (CASALI et al., 2003; 
NISHIKAWA, et al., 2003; BARRETO DE OLIVEIRA et al., 2004) como em outras regiões 
do mundo (MITCHEL, PERFECT, 1995; STEENBERGEN, CASADEVAL, 2000; OHKUSU 
et al., 2002; MEYER et al., 2003). 
Diferentes marcadores moleculares podem ser utilizados no estudo da variabilidade 
genética de organismos. Meyer et a
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um ban
e a tipagem das 
amostr
co de dados para caracterizar amostras de C. neoformans de todas as regiões ibero-
americanas. Das 277 amostras clínicas, veterinárias e ambientais analisadas, 57 amostras (56 
clinicas e 1 veterinária) foram provenientes do Brasil e oriundas dos estados de São Paulo, 
Piauí e Rio Grande do Sul. As 39 amostras provenientes de pacientes com AIDS do Estado de 
São Paulo mostraram uma predominância do padrão molecular VNI (n=36), seguido de VGII 
(n=2), VNII (n=1). Das seis amostras oriundas do Estado do Piauí, apenas uma amostra teve 
sua procedência de paciente HIV positivo que mostrou um padrão molecular VGII. As outras 
cinco amostras foram caracterizadas como VNI (n=3) e VGII (n=2). Da mesma forma, nos 
estudos desenvolvidos por Casali et al. (2003), no Estado do Rio Grande do Sul, das 124 
amostras clínicas de C. neoformans, 83,8% apresentaram padrão molecular VNI (var. grubii),  
8,87% VGIII (var. gatti) e 7,26% VNIV(var. neoformans). Esses resultados mostraram que no 
Brasil ocorrem sete padrões moleculares (VNI, VNII) var. grubii , (VNIII) híbrido AD, 
(VNIV) var. neoformans e (VGI, VGII e VGIII) var. gatti de C. neoformans.  
No presente estudo, também foi utilizada a metodologia de PCRfingerprinting  
conforme descrito por Meyer et al. (1999) para investigar os padrões moleculares dos isolados 
clínicos de C. neoformans isolados de pacientes do Estado de Santa Catarina 
as padrão do Rio de Janeiro. Para tanto, as amostras HC1 (VNI), AL10 (VGIII), A42 
(VNIV) e AD48184 (VNIII) de C. neoformans do Rio Grande do Sul, que haviam sido 
previamente caracterizadas por essa metodologia foram utilizadas como padrões. A amostra 
padrão (LMM794), do Rio de Janeiro, sorotipo A apresentou o perfil molecular da amostra 
HC1, padrão molecular VNI. Já a amostra (LMM799) sorotipo B foi distinta das amostras de 
AL10 padrão molecular (VGIII) (sorotipo B) do Rio Grande do Sul. Entretanto, comparando-
se os perfis moleculares publicados por Casali et al. (2003) e Meyer et al. (2003), o padrão 
molecular da amostra padrão sorotipo B do Rio de Janeiro é muito semelhante ao padrão VGI. 
A amostra padrão (LMM801) sorotipo C apresentou um padrão molecular semelhante ao 
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VGIV descrito por Casali et al. (2003) e Meyer et al. (2003). A amostra padrão (LMM797) 
sorotipo D, apresentou um perfil molecular idêntico à amostra A42 padrão molecular (VNIV) 
e a amostra padrão (LMM796) sorotipo AD mostrou um perfil gênico idêntico a amostras 
AD48184 com padrão molecular (VNIII). Em 34 (97,5%) das amostras de Santa Catarina o 
padrão molecular observado foi o VNI (var. grubii) e uma amostra (amostra 77) apresentou 
padrão distinto de todos os perfis moleculares.  
Análise dos perfis em gel de poliacrilamida mostrou uma variabilidade intra-específica 
das amostras pela presença ou ausência de produtos de amplificação de 310 e 320 pb em 
alguns isolados. Estes resultados estão de acordo com a literatura que mostra que o padrão 
VNI é 
 et al., 2003). Entretanto, a sorotipagem da amostra 77 utilizando kit 
comerc
R, 1990; MEYER et al., 1999; NAKAMURA et al., 2000; MEYER 
et al., 2
o mais freqüente entre os isolados de C. neoformans de pacientes com AIDS, tanto no 
Brasil como em outras partes do mundo (MEYER et al., 1999; 2003; COGLIATI et al., 2000; 
ELLIS et al., 2000).  
A amostra 77 apresentou um perfil molecular semelhante ao padrão VNIII* descrito 
para a amostra LA14#, sorotipo AD, isolada em 1997 de um paciente com AIDS na Cidade 
do México (MEYER
ial Crypto Check® realizada pelo Laboratório de Micologia do Centro de 
Biotecnologia da UFRGS revelou que esta amostra pertence ao sorotipo A, C. neoformans var 
grubii (resultados não mostrados). Em virtude de não dispor da amostra (VNIII*) como 
referência entre os isolados estudados, não foi possível determinar com segurança o padrão 
molecular da amostra 77. 
A variabilidade genética de C. neoformans tem sido abordada através de diferentes 
metodologias (PCR-fingerprinting, RFLP, RAPD e sequenciamento genômico) por diferentes 
autores (ELLIS; PFEIFFE
003; CASALI et al., 2003; KATSU et al., 2004; LOFTUS et al., 2005). No presente 
estudo, a variabilidade genética das amostras de C. neoformans do Estado de Santa Catarina, 
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juntamente com as amostras padrão, foi avaliada através da técnica de RAPD utilizando 
iniciadores (3303, 3304, 3306 e 3307). Os iniciadores 3306 e 3307 geraram perfis pobres em 
bandas em todas as amostras, com exceção dos padrões LMM799 (sorotipo B) e LMM797 
(sorotipo D) que não apresentaram amplificação em nenhuma das três tentativas realizadas 
com esses iniciadores. Por outro lado, os iniciadores 3303 e 3304 geraram perfis mais 
complexos. Trinta e quatro amostras do Estado de Santa Catarina apresentaram um perfil 
idêntico ao da amostra padrão sorotipo A (LMM794) e uma (amostra 77) apresentou genótipo 
distinto das 5 amostras padrão utilizadas para os dois iniciadores.  
Varma et al. (1995), analizando 156 cepas de C. neoformans  pela técnica de  RAPD, 
concluíram que o C. neoformans var neoformans e C. neoformans var. gattii podem ser 
classificados em vários grupos de acordo com seu distinto perfil molecular. Aoki et al. (1999), 
estudan
resultados de RAPD, sugerem tratar-se de uma amostra híbrida (A e D). A hibridização entre 
do outros iniciadores para identificar os diferentes sorotipos de C. neoformans do 
Estado de São Paulo através da RAPD, agruparam as 33 amostras dos sorotipos A e B em 
dois grupos diferentes utilizando o iniciador R1. Utilizando o iniciador R2 esses mesmos 
autores obtiveram perfis moleculares distintos para os 5 sorotipos conhecidos desse fungo. 
Ruma et al. (1996) relataram a capacidade da técnica de RAPD em distinguir entre os 
sorotipos A, D, ou AD de C. neoformans e que é possível separar os sorotipos B e C de C. 
neoformans var. gattii. Katsu et al. (2004), estudando a variabilidade genética de 96 isolados 
de C. neoformans var. gattii através da técnica de RAPD, mostraram que os sorotipos B e C 
foram agrupados em três subtipos moleculares. No presente estudo, através da técnica de 
RAPD, utilizando os dois iniciadores (3303 e 3304), também se pôde indicar a discriminação 
dos 5 sorotipos (A, B, C, D e AD) das amostras padrão do Rio de Janeiro, bem como agrupar 
as 35 amostras de C. neoformans var. grubii em dois diferentes grupos. 
As diferenças no perfil da amostra 77 frente à PCR-RFLP, PCR-fingerprinting   e nos 
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os sorotipos A e D de C. neoformans foi observada por Xu et al. (2003) em diferentes estudos 
experimentais.  No presente estudo, a amostra 77 (sorotipo A pelo kit Crypto Check®) e pela 
técnica
sentaram uma similaridade de 96%, tanto na seqüência de 
nucleo
 da PCR-RFLP, apresentou perfil distinto na PCR-fingerprinting e no RAPD. 
Resultados semelhantes foram relatados por Meyer et al. (2003) no estudo de 102 amostras 
Ibero-americanas de C. neoformans sorotipificadas pelo Crypto Check® como sorotipo A, 
onde pelo método da  PCR-fingerprinting ,  99 dessas amostras foram tipificadas como VNI 
(A) e 3 como VNIII (AD).  
Com o intuito de avaliar as diferenças intra-específicas de algumas amostras clínicas 
estudadas no âmbito do presente estudo, foi realizado o seqüenciamento do produto de 
amplificação do fragmento do gene CAP59 das amostras 41, 77 e amostra padrão A 
(LMM794), as quais apre
tídeos, como na seqüência predita de aminoácidos. Utilizando-se seqüências do gene 
CAP59 dos sorotipos A (AB019367), B (AB019369 ), C (AB019370), D (L26508) e AD 
(AB019368) disponíveis no GenBank, na comparação das amostras através dos programas 
MEGA v. 3.2® e PAUP 40b4a, utilizando os métodos de neighbour-joining e máxima 
parcimônia (ambos com 1000 réplicas), a árvore filogenética foi construída baseada nas 
seqüências nucleotídicas, contendo duas réplicas, das amostras 41, 77 e LMM792. Estas 
amostras foram incluídas no mesmo grupo das seqüências nucleotídicas referenciais dos 
sorotipos A (AB019367) e AD (AB019368) obtidas no GenBank (Figura 14), demonstrando, 
dessa forma, um elevado grau de similaridade nos nucleotideos do fragmento do gene CAP59. 
Já em relação às seqüências preditas de aminoácidos, a análise não agrupou as amostras 41, 
77 e LMM792 com seqüências referenciais de aminoácidos dos sorotipos A (AB019367) e 
AD (AB019368) (Figura 15), mas sim com as seqüências de aminoácidos dos sorotipos B 
(AB019369 ), C (AB019370) e D (L26508) obtidas do GenBank, revelando um baixo score e, 
por conseguinte, a fragilidade da análise. As seqüências das amostras 41, 77 e LMM794 
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apresentaram uma baixa similaridade quando comparadas com as seqüências de nucleotídios e 
de aminoácidos dos sorotipos B, C e D depositadas no GenBank explicando, assim, os 
diferentes agrupamentos observados nas árvores filogenéticas de seqüências nucleotídicas e 
de aminoácidos preditos. 
Análises epidemiológicas das amostras isoladas no HNR no Estado de Santa Catarina 
revelaram que dos 35 pacientes analisados, 34 eram portadores do HIV e um era portador de 
diabetes mellitus. Estes dados corroboram dados da literatura que mostram ser o C. 
neoformans var. grubii a espécie mais freqüente nas infecções de pacientes 
imunoc
 estudo para um número maior 
de amo
omprometidos (ELLIS et al., 2000). A maior freqüência da infecção em pacientes 
caucasianos pode ser decorrente de viés de amostragem, uma vez que não existem dados na 
literatura demonstrando correlação entre a susceptibilidade à infecção por C. neoformans na e 
a etnia. A maior freqüência de criptococose em homens 66% (n= 23) do que em mulheres 
34% (n=12) pode estar diretamente relacionada ao fato de que o Estado de Santa Catarina tem 
uma predominância de pacientes masculinos infectados pelo HIV (66%) em relação ao sexo 
feminino (34%) (SANTA CATARINA, 2004). A distribuição da faixa etária dos pacientes 
com criptococose está de acordo com os dados da literatura que mostram uma faixa etária 
média de 35 a 40 anos (Casali et al. 2003, Meyer et al. 2003).   
As diferentes técnicas de biologia moleculares empregadas no presente estudo, com o 
intuito de caracterizar molecularmente as amostras de C. neoformans isoladas de pacientes 
portadores do HIV, fornecem dados novos sobre a epidemiologia da criptococose no Estado 
de Santa Catarina. No entanto, torna-se necessário ampliar este
stras clínicas e inserir amostras ambientais do fungo, para que se possam obter maiores 
informações sobre ecologia e epidemiologia de C. neoformans no Estado de Santa Catarina. 
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6.0 CONCLUSÕES 
A presença da cápsula polissacarídica em C. neoformans é um fator dificultador para 
xtração de DNA genômico do fungo. 
s CAP59R e CAP59F mostram-se sensíveis na amplificação do 
agmento do gene CAP59 de C. neoformans nas amostras de DNA purificado, no entanto 
para as
59F permitem a amplificação do fragmento do gene 
CAP59 de amostras de C. neoformans de cultura sem a extração prévia de DNA. 
 
e
 Os iniciadore
fr
 amostras de cultura e de líquor, a sensibilidade é baixa. 
Os iniciadores CAP59R e CAP
 69
A tipificação de C. neoformans através de PCR-RFLP mostra-se reprodutível, rápida e 
economicamente mais vantajosa que o kit de sorotipagem Cripto Check®. 
As 35 amostras de C. neoformans isoladas no Estado de Santa Catarina pertencem ao 
tipo A 
do de Santa 
Catarin
 padrão ATCC-LMM794 (sorotipo A), indicam similaridade superior a 
96% co
mbiental e 
veterinária de diferentes regiões do Estado de Santa Catarina. 
 adronizar a técnica de nested PCR, para detecção do fragmento do gene CAP59 de 
icas.  
 
(var. grubii) de acordo com a técnica de PCR-RFLP. 
A PCR-fingerprinting das 35 amostras de C. neoformans isoladas no Esta
a agrupa 34 amostras como padrão molecular VNI e uma amostra como padrão 
molecular distinto. 
Os perfis de RAPD utilizando os iniciadores 3303 e 3304 mostram uma baixa 
variabilidade genética das amostras de C. neoformans. 
A análise comparativa das seqüências de nucleotídeos e de aminoácidos preditos do 
fragmento do gene CAP59 seqüenciado das amostras isoladas no Estado de Santa Catarina 
(41 e 77) e amostra
m as seqüências de amostras do sorotipo A e AD depositadas no Genbank. 
 
 
7.0 PERSPECTIVAS 
 
 Ampliar este estudo com um maior número de amostras de origem clínica, a
P
597pb, em amostras clín
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